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Referat: Die Wundheilung stellt einen physiologischen Vorgang zur Regeneration zerstörten 
Gewebes dar. Der reibungslose Ablauf der Heilung wird durch ein komplexes Zusammenspiel 
von Zellen und extrazellulären Komponenten gewährleistet. Durch vielfältige Faktoren kann 
dieser fein abgestimmte Prozess zum Erliegen kommen, so dass eine chronische 
Wundheilungsstörung resultiert. Trotz zahlreicher Behandlungsmöglichkeiten chronischer 
Wunden bleibt jedoch die erfolgreiche Heilung oftmals aus. Die Anwendung von 
biodegradierbaren Materialen (Biomaterialien) in der Wundheilung wurde in den vergangenen 
Jahren intensiv erforscht und teilweise erfolgreich am Patienten eingesetzt. An dem Ziel, ein 
Biomaterial herzustellen, welches alle funktionellen und strukturellen Fähigkeiten gesunder 
menschlicher Haut mit sich bringt, wird jedoch nach wie vor gearbeitet. In verschiedenen 
Studien konnte die gute Verträglichkeit und Biodegradierbarkeit des Biopolymers PLGA, 
bestehend aus Lactat und Glycolsäure, bereits gezeigt werden. In der vorliegenden 
Dissertation wurden dreidimensionale (3D)-Gerüste (Scaffolds) aus PLGA hinsichtlich ihrer 
Wechselwirkungen mit humanen dermalen Fibroblasten (Fb) untersucht. Dermale Fb leisten 
einen entscheidenden Beitrag zur erfolgreichen Wundheilung, da sie unter der Einwirkung 
diverser Wachstumsfaktoren zur Migration ins Wundgebiet sowie zur Neusynthese und 
Reorganisation extrazellulärer Matrix (ECM) befähigt sind. In den Untersuchungen wurden 
grundlegende Kenntnisse zum Verhalten der Zellen bezüglich Proliferation sowie Synthese 
nativer ECM in den PLGA-Scaffolds gewonnen und das Migrationsverhalten der Fb in das 
Biomaterial untersucht. Dabei zeigte sich, dass dermale Fb in den PLGA-Scaffolds nicht nur 
proliferieren sondern auch einen ausgeprägten Matrixstoffwechsel aufweisen. Sie sind in der 
Lage, Kollagen und Hyaluronsäure, wichtige Bestandteile der ECM, abzulagern. Zudem 
konnte mit Hilfe der Arbeit der Einfluss von Wachstumsfaktoren sowohl auf relevante ECM-
Komponenten im 3D-Kultursystem als auch auf das Migrationsverhalten der Fb in das 
Biomaterial verdeutlicht werden. Aus den Ergebnissen geht hervor, dass 3D-PLGA-Scaffolds 
geeignete Substrate zur Kultivierung dermaler Fb darstellen. Die zukünftig geplante 
Weiterentwicklung und Funktionalisierung dieses Biopolymers für den Einsatz in der 
Wundheilung scheint somit viel versprechend.  
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1. Einleitung 
 
1.1 Physiologische Wundheilung 
Die Wundheilung stellt einen physiologischen Vorgang zur Regeneration zerstörten Gewebes 
dar, wobei insbesondere durch die Neubildung von Bindegewebe und Kapillaren der 
Verschluss der Wunde herbeigeführt wird 1. Allen Wunden liegt der gleiche phasenweise 
ablaufende Heilungsvorgang zu Grunde. Chronologisch wird dieser in eine exsudative Phase 
(synonym: Entzündungs-, Inflammationsphase), die proliferative Phase (synonym: 
Granulationsphase) und eine abschließende Reparationsphase (synonym: Epithelisations-, 
Regenerationsphase) unterteilt. Die kutane Wundheilung wird durch ein komplexes 
Zusammenspiel von zellulären (Blut-, Immun- und Bindegewebszellen) und extrazellulären 
Bestandteilen (lösliche Mediatoren, Wachstumsfaktoren, Komponenten der extrazellulären 
Matrix (ECM)) ermöglicht. Ziel des Ganzen ist ein zügiger Wundverschluss, um eine 
Infektion mit pathogenen Keimen zu verhindern 2, 3. Abhängig von der Form und 
Entstehungsweise einer Wunde variiert der Heilungsprozess. Ein Wunddefekt kann per 
primam intentionem (p.p.) oder per secundam intentionem (s.p.) verheilen. Unter der 
primären Wundheilung (p.p.) versteht man eine komplikationslose Heilung unter 
Wundrandadaptation, die ohne große Vernarbung stattfindet. Alle Phasen der Wundheilung 
verlaufen in diesem Fall relativ schnell, da nur eine geringe Gewebereparatur notwendig ist. 
Größere Gewebedefekte, bei denen die Wundränder weit voneinander entfernt liegen, heilen 
auf dem Wege der sekundären Wundheilung (s.p.) unter Narbenbildung aus 4.  
 
1.1.1 Die Phasen der Wundheilung 
a) exsudative Phase 
In der Exsudationsphase (Abb. 1a) stehen die primäre Blutstillung (Hämostase) mit Bildung 
eines Fibrin-Blutgerinnsels sowie eine natürliche Entzündungsreaktion der Wunde im 
Vordergrund. Die frische Wunde füllt sich zunächst mit Wundsekret, welches aus Blut und 
Lymphe besteht und zur mechanischen Säuberung von Fremdpartikeln beiträgt. Das 
Zerreißen von Blutgefäßen führt über das Zusammenspiel von Thrombozyten und der 
Gerinnungskaskade zur Bildung eines Wundschorfs aus Fibrin, welcher die Wunde 
provisorisch verschließt und später als Gerüst für die zelluläre Migration dient 4, 5. Unter dem 
Einfluss proinflammatorischer und chemoattraktiver Mediatoren kommt es zur Invasion 
neutrophiler Granulozyten und später auch Monozyten ins Wundgebiet, was zu einer 
physiologischen Entzündungsreaktion führt. Durch Phagozytose und die Freisetzung 
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proteolytischer Enzyme aus den Leukozyten werden Zelltrümmer und Mikroorganismen aus 
der Wunde beseitigt 3. Weiterhin kommt es zur Umwandlung von Monozyten in aktivierte 
Makrophagen, die die Fähigkeit besitzen, kontinuierlich Wachstumsfaktoren und Zytokine zu 
synthetisieren. All diese Prozesse sind eine wesentliche Voraussetzung für den weiteren 
reibungslosen Ablauf der Wundheilung 6. 
 
b) proliferative Phase 
In der anschließenden Proliferationsphase, welche in Abb. 1b schematisch dargestellt ist,  
kommt es unter der Einwirkung diverser Wachstumsfaktoren und Zytokine zur zunehmenden 
Proliferation und Einwanderung ortsständiger Keratinozyten und Fibroblasten (Fb) vom 
Wundrand aus. Die Fb bewegen sich entlang eines chemotaktischen Gradienten in das 
Fibringerüst und synthetisieren spezifische Matrixkomponenten, wie Glukosaminoglykane 
(GAG’s), Fibronektin und Kollagen. Parallel zur zellulären Auffüllung des Wunddefektes 
wird der Wundschorf durch ein aktiviertes fibrinolytisches System mit Hilfe spezieller 
proteolytischer Enzyme, den Matrixmetalloproteinasen (MMP’s), abgebaut 6. Zudem kommt 
es unter dem Einfluss spezifischer Wachstumsfaktoren zur Einsprossung und Bildung neuer 
Blutgefäße am Wundgrund 7. Damit entsteht ein neues gefäßreiches Gewebe, welches den 
Defekt ausfüllt, das Granulationsgewebe. Mit zunehmendem Kollagenfasergehalt der ECM 
nimmt die proliferative Aktivität der eingewanderten Fb ab. Die beginnende epitheliale 
Regeneration wird durch randständige Keratinozyten gewährleistet, die sich stark vermehren 
und unter dem Fibrin-Blutgerinnsel auf Grund chemotaktischer Zytokine und anderer 
Mediatoren in die obere Schicht des Granulationsgewebes migrieren 5. 
 
c) reparative Phase 
Definitionsgemäß beginnt die reparative Phase (Abb. 1c) nach der vollständigen 
Epithelialisierung und ist gekennzeichnet durch den Umbau des Granulations- in ein 
Narbengewebe mit begleitender Wundkontraktion 4. Diese Umbauvorgänge der Wunde, auch 
bezeichnet als „Remodelling“, werden mit Hilfe proteolytischer Enzyme, den MMP’s, 
gewährleistet. Das primäre Granulationsgewebe, welches hohe Anteile an Kollagen Typ III 
(Coll III) und dem GAG Hyaluronsäure (HA) besitzt, wird zunehmend abgebaut und durch 
Kollagen Typ I-(Coll I) reiches Narbengewebe ersetzt 5. Durch die Reorganisation und 
Umlagerung kollagener Fasern parallel zur Hautoberfläche kommt es zur zunehmenden 
Festigkeit der Wunde 8. Im Verlauf der reparativen Phase stellt der Großteil der Epithel- und 
Immunzellen seine proliferative Aktivität ein und geht auf Grund noch unbekannter Signale in 
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den programmierten Zelltod, die Apoptose, über. Kapillaren bilden sich zunehmend zurück. 
Es resultiert ein zell- und gefäßarmes dichtes Narbengewebe 9, 5. Die Wundkontraktion, bei 
der sich die Wundränder einander annähern, wird durch dermale Fb gewährleistet, die sich in 
kontraktionsfähige Myofibroblasten umwandeln (siehe auch unter 1.1.2) 10. 
  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Die Wundheilung in schematischer Darstellung 3  
a) Inflammationsphase,  
b) Proliferationsphase 
c) Reparationsphase  
 
a 
b 
c 
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1.1.2 Die Aufgaben der Fibroblasten im Wundheilungsprozess 
Fb und die von ihnen produzierte ECM stellen die Hauptbestandteile der Dermis dar. Neben 
Keratinozyten und Immunzellen sind sie die wichtigsten Vertreter im komplexen Ablauf der 
Wundheilung. Ihre funktionelle Bedeutung geht jedoch deutlich über die nachfolgend 
detaillierter beschriebene Synthese und Organisation der ECM hinaus.  
So sind Fb u. a. auch an der Regulation der Immunantwort beteiligt. Durch das eigens 
generierte Gewebemilieu sind sie in der Lage, das Verhalten von Leukozyten im 
Heilungsvorgang zu steuern. Über die Synthese von Oberflächenproteinen und bestimmten 
löslichen Mediatoren kann die Anreicherung, Differenzierung und das Überleben der 
Immunzellen im Wundgebiet reguliert werden 11. So können Fb beispielsweise über das 
spezielle Oberflächenprotein CD90 mit neutrophilen Granulozyten interagieren und sie zur 
Migration anregen 12. Den Bindegewebszellen kommt damit eine Schlüsselrolle bei der 
Steuerung von Immunantworten und Entzündungsreaktionen im Rahmen der Wundheilung zu. 
Vor allem ist der Heilungsvorgang durch komplexe Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen 
charakterisiert, wobei insbesondere Fb einen wichtigen Beitrag leisten. So spielen 
beispielsweise die gegenseitigen Wechselwirkungen zwischen Keratinozyten und Fb eine 
entscheidende Rolle. Von den Fb sezernierte Zytokine wie transforming growth factor ß 
(TGFß) und fibroblast growth factor 7 (FGF7) regen die epitheliale Regeneration durch 
Keratinozyten an, welche wiederum mittels Wachstumsfaktoren, wie TGFα, die Proliferation 
der Fb fördern 13. Die Genexpressionen von Matrixproteinen, löslichen Mediatoren sowie 
Rezeptoren werden u. a. durch Zytokine von Keratinozyten beeinflusst. So ist TGFß1 aus 
Keratinozyten beispielsweise an der Differenzierung der Fb in Myofibroblasten beteiligt 14 
und die Expressionsrate von MMP-1 in dermalen Fb erhöht sich, wenn diese mit 
Keratinozyten kokultiviert werden 15.  
Eine weitere wesentliche Aufgabe der Fb besteht in der Synthese und Reorganisation der 
ECM. Im Heilungsverlauf wird das anfänglich provisorische Fibringerüst abgebaut und durch 
Granulationsgewebe ersetzt. Diese neu entstehende Matrix, in die sich die Fb selbst einbetten, 
besteht vorwiegend aus unreifem Coll III, Proteoglykanen, HA sowie Fibrin und Fibronectin 
16
. Durch Abbau und Neusynthese der ECM, Vorgänge, an denen die Fb maßgeblich beteiligt 
sind, wird eine schrittweise Umwandlung des Granulations- in ein Narbengewebe 
gewährleistet. Proteolytische Enzyme, die MMP’s, die von den Fb teilweise selbst 
synthetisiert werden, spielen dabei eine bedeutende Rolle 6. Coll III wird zunehmend durch 
Coll I ersetzt, was dem Narbengewebe eine höhere Festigkeit verleiht. Die Synthese und 
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Reorganisation der ECM wird über Integrine, mit deren Hilfe die Fb mit ihrer Matrix in 
ständigem Kontakt stehen, gewährleistet 17.  
Ein beträchtlicher Teil der Fb des Granulationsgewebes ist in der Lage, eine kontraktile Kraft 
auf Fibrinfasern und andere Komponenten der ECM und in Form von Zell-Zell-Kontakten 
auszuüben. Fb mit dieser Eigenschaft werden als Myofibroblasten (MFb) bezeichnet 18. Die 
differenzierten Fb besitzen die Fähigkeit, die Wundränder einander anzunähern. Der 
Mechanismus der Wundkontraktion ist von großer Bedeutung für die Defektheilung, da die 
ursprüngliche Wundgröße um bis zu 50% verringert werden kann 19. Ein MFb ist durch seine 
intrazellulären Mikrofilamente, bestehend aus Aktin und Myosin, charakterisiert und 
exprimiert das alpha smooth muscle actin (α-sma), eine Isoform des Aktins 20. 
Immunhistochemisch ist α-sma nur in MFb nachweisbar, in Fb fehlt es. Der Übergang vom 
Fb in einen MFb erfolgt unter dem Einfluss mehrerer Faktoren. Mechanischer Zugstress, die 
spezifische Fibronectin-Splice-Variante ED-A und der Wachstumsfaktor TGFß1 führen über 
die Zwischenstufe des Proto-MFb zur Differenzierung in einen MFb 10, 19.  
 
1.1.3 Die Rolle der Wachstumsfaktoren im Wundheilungsprozess 
Der Wundheilungsprozess ist ein komplexer Vorgang, an dem mehrere verschiedene 
Zelltypen beteiligt sind. Eine Kommunikation der Zellen untereinander ist deshalb 
unerlässlich. Dieser Informationsaustausch wird durch eine Vielzahl von Mediatoren wie 
Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren, aber auch durch Bruchstücke von 
Matrixkomponenten gewährleistet. Wachstumsfaktoren sind Polypeptide, deren 
Signalübermittlung über die Bindung an spezifische Rezeptoren auf der Zielzelle erfolgt 3. An 
dieser Stelle soll die Rolle der in dieser Arbeit verwendeten Faktoren, basic fibroblast growth 
factor (bFGF oder FGF-2) und TGFß1, näher erläutert werden. 
Die FGF-Familie besteht aus einer großen Gruppe von 23 Subtypen, wobei insbesondere 
FGF-2, 7 und 10 in die kutane Wundheilung involviert sind 21. Die Signaltransduktion erfolgt 
über transmembranäre Rezeptoren mit assoziierter Tyrosinkinase, für deren Aktivierung die 
Interaktion zwischen FGF und dem Proteoglykan Heparansulfat oder dem strukturverwandten 
Heparin essentiell ist 22. FGF-2 besitzt eine mitogene Wirkung auf verschiedene Zelltypen, u. 
a. Keratinozyten und Fb, stimuliert damit deren Proliferation am Wundrand 23, 2 und fördert 
zudem deren Migration in das Wundgebiet 24.  Außerdem induziert der Wachstumsfaktor die 
Synthese von Fibronektin und Hyaluronsäure als wichtige Bestandteile des 
Granulationsgewebes und regt die Fb zur vermehrten Expression von MMP-1 an, welches 
eine Hauptrolle im Remodelling der Wunde spielt 25, 26, 27. Zusammen mit anderen 
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Wachstumsfaktoren wie TGFß1 und dem vascular endothelial growth factor (VEGF) reguliert 
bFGF auch die Angiogenese während der Wundheilung 7, 28.  
TGFß wurde bisher in drei verschiedenen Suptypen (TGFß1-3) bei Säugetieren identifiziert, 
wobei in der kutanen Wundheilung TGFß1 dominiert. Im Heilungsvorgang wird der 
Wachstumsfaktor vorwiegend von Thrombozyten und Makrophagen, aber auch von Fb sowie 
Keratinozyten freigesetzt 21. Die Freisetzung kann sowohl als aktive als auch als latente 
inaktive Form, bei der eine enzymatische Aktivierung notwendig wird, erfolgen 29. Zu Beginn 
der Wundheilung bewirkt TGFß1 die Einwanderung von Leukozyten und Fb in das 
Wundgebiet 30, 31. Während TGFß1 die proliferative Aktivität der Zellen eher hemmt 32, wirkt 
es, laut Ishikawa et al., in Verbindung mit platelet derived growth factor (PDGF) sogar 
proliferationsfördernd auf Fb im Wundbereich 33. Zudem hat der besagte Wachstumsfaktor 
entscheidenden Anteil an der Neusynthese und Umwandlung des Gewebes, da er die Fb zur 
Expression wichtiger Matrixkomponenten wie Coll I und III sowie HA anregt 34, 35, 36. Im 
Gegenzug wird die Synthese proteolytischer Enzyme, der MMP’s, gehemmt 37. Des Weiteren 
kommt TGFß1 eine Schlüsselfunktion im Rahmen der Wundkontraktion zu, da es neben 
weiteren Faktoren die Differenzierung von Fb in MFb veranlasst 38. 
Da der Gehalt an Wachstumsfaktoren in chronischen Wunden erniedrigt ist 39, wurden viele 
klinische Studien zur Behandlung nicht heilender Gewebsdefekte mit lokal applizierten 
Wachstumsfaktoren ins Leben gerufen. Besonderes Interesse galt den Wachstumsfaktoren 
PDGF, bFGF, TGFß und dem granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF). 
Die Ergebnisse waren ernüchternd und divergent. Bis jetzt ist lediglich rekombinanter PDGF-
BB erfolgreich in der Behandlung chronischer Wunden zugelassen 40, 41, 42.  
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1.2 Problematik chronischer Wunden 
Die Wundheilung der Haut ist ein sehr komplexer Vorgang, der in erster Linie durch die 
koordinierten Abläufe zwischen Zellen und extrazellulären Bestandteilen zustande kommt. 
Störungen dieses fein abgestimmten Gleichgewichtes führen dazu, dass eine akut ablaufende 
physiologische Heilung in eine langwierige chronische Wundheilung übergehen kann. Eine 
Wunde wird als „chronisch“ bezeichnet, wenn diese nach 4 Wochen konsequenter Therapie 
keine Tendenz zur Heilung aufweist 43. Sowohl lokale als auch systemische Störfaktoren 
können zu einer Chronifizierung des Heilungsvorgangs führen. 
Bei den lokalen Faktoren stehen die Infektion und die Minderdurchblutung (Ischämie) des 
Wundgebietes im Vordergrund. Im Falle der Wundinfektion können sich pathogene Keime 
lokal vermehren und zytotoxisch wirken oder sich über das Blut- und Lymphsystem im 
Organismus verteilen. Als Resultat ist die exsudative Phase deutlich verlängert und der sich 
anschließende Wundheilungsprozess kann nur verzögert oder gar nicht ablaufen 44. Durch 
einen hohen Gehalt an proinflammatorischen Zytokinen und die anhaltende Aktivität 
neutrophiler Granulozyten kommt es zum Anstieg proteolytischer Enzyme im Wundgebiet, 
was zum vermehrten Abbau von Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren und anderer für den 
Wundverschluss wichtiger Komponenten führt 42. 
Bei Minderperfusion des verletzten Gebietes ist die ausreichende Oxygenierung für 
Energiegewinnung und Metabolismus sowie die nutritive Versorgung der Zellen nicht mehr 
gewährleistet. Unter chronisch hypoxischen Bedingungen laufen Wundheilungsprozesse nur 
sehr verlangsamt ab. Sowohl die proliferative Aktivität als auch die Synthese von Kollagen 
und TGFß1 durch Fb sind unter länger andauerndem niedrigen Sauerstoffpartialdruck 
signifikant vermindert 45. Zudem ist die epitheliale Regeneration durch Keratinozyten 
verlangsamt. Die verminderte Funktionalität der Zellen resultiert in einem herabgesetzten 
Gehalt an Wachstumsfaktoren und notwendigen Matrixkomponenten, was sich wiederum 
negativ auf den Heilungsvorgang auswirkt 46, 47, 16. 
Zudem spielen systemische Faktoren, wie Mangelernährung, Lebensalter und 
Begleiterkrankungen wie Diabetes mellitus eine entscheidende Rolle für die Entstehung 
chronischer Wunden. Im Rahmen von nutritiven Defiziten kommt es zur unzulänglichen 
Versorgung mit wichtigen Proteinen, Mineralstoffen und Vitaminen. So ist beispielsweise 
eine adäquate Kollagensynthese von einer ausreichenden Versorgung mit Vitamin C abhängig 
48
 und ein Großteil der mit der Nahrung aufgenommenen Mineralstoffe wird als Katalysatoren 
für Enzymreaktionen benötigt 49. Auch ein höheres Lebensalter prädisponiert für die 
Entstehung von Wundheilungsstörungen. Keratinozyten, Fb und Endothelzellen zeigen im 
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Alter grundsätzlich eine herabgesetzte proliferative Aktivität. Generell ist der Gehalt an Fb 
und Kollagen in der Dermis im Alter geringer und das Ansprechvermögen dieser 
Bindegewebszellen auf Wachstumsfaktoren wie TGFß1 vermindert. Auch die Reaktion der 
Zellen auf transiente hypoxische Zustände, wie sie während der physiologischen 
Wundheilung vorkommen, ist verändert. Die epitheliale Regeneration läuft ebenfalls 
verlangsamt ab 50, 47. Diese altersbedingten Gegebenheiten erhöhen das Risiko für eine 
Chronifizierung im Heilungsablauf.  
Zusätzlich zum Alter erhöhen auch Begleiterkrankungen wie Diabetes mellitus die Gefahr 
von Wundheilungsstörungen. Die Genese diabetischer Ulcera ist meist multifaktoriell: 
Neuropathische Sensibilitätsstörungen begünstigen wiederholte Traumen, Mikroangiopathie 
führt zur Minderperfusion und die gestörte zelluläre Immunabwehr geht häufig mit 
vermehrten Wundinfektionen einher 51, 49.  
Die am häufigsten vorkommenden chronischen Wunden sind das Ulkus cruris venosum bei 
chronisch venöser Insuffizienz, das diabetische Ulkus, welches meist am Fuß lokalisiert ist, 
und das Dekubitalulkus 52. Zur Behandlung stehen heutzutage vielseitige Möglichkeiten zur 
Verfügung. Die Therapie reicht von der chirurgischen Wundsanierung über passive und 
aktive Verbandmaterialien bis hin zur topischen Applikation von Wachstumsfaktoren und 
Hauttransplantation mittels „Mesh-Graft-Technik“ 53, 42. Zudem werden Biomaterialien 
sowohl mit als auch ohne lebende Zellen in der Klinik bereits erfolgreich angewendet (siehe 
auch unter 1.3). Einen neuen viel versprechenden Therapiezweig stellt außerdem die 
kombinierte Gen- und Stammzelltherapie dar 54. Die Vielfalt der Heilmethoden lässt erahnen, 
wie komplex die erfolgreiche Behandlung chronischer Wunden ist. Eine auf den Patienten 
abgestimmte Individualtherapie ist hierbei das Mittel der Wahl. 
 
1.3 Einsatz von biodegradierbaren Materialien in der Wundheilung  
Neben dem Einsatz von Wachstumsfaktoren, der Gen- und Stammzelltherapie und der 
Gewebezüchtung stellt der Einsatz von biodegradierbaren (selbst auflösenden) Materialen, 
den so genannten (sog.) „Biomaterialen“, eine weitere Möglichkeit der regenerativen Medizin 
dar. Biomaterialen sind natürliche oder synthetisch hergestellte Substanzen ohne Zellen, die 
als Grundlage für die Erzeugung eines Hautersatzes fungieren. Der Einsatz von 
Biomaterialien kann den Wundheilungsprozess durch Stimulation von Zellproliferation 
und -migration sowie Gefäßneubildung beschleunigen 55. Von großer Bedeutung ist dabei 
nicht nur die Deckung des Gewebedefektes, sondern insbesondere auch die Vermeidung 
massiver Entzündungs- und Abstoßungsreaktionen 56. Zu den natürlich vorkommenden 
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Biomaterialien, die den Vorteil der geringeren Zelltoxizität und Entzündungsreaktion mit sich 
bringen und den Zellen gute Adhäsionsmöglichkeiten bieten, zählen u. a. Kollagen, GAG und 
Fibrin 57. Da die eingesetzten natürlichen Biomaterialien aber u. a. vom Schwein (Biobrane®, 
Oasis®) oder Rind (Matriderm®, Integra®) abstammen, bergen sie die Gefahr der Übertragung 
von Krankheitserregern und allergischer Reaktionen 56. Neben der eben genannten 
Xenotransplantation zwischen unterschiedlichen Spezies besteht außerdem die Möglichkeit 
einer Allotransplantation von Mensch zu Mensch. Die viele Jahre durchgeführte 
Hauttransplantation von Toten ist meist nur vorübergehend erfolgreich, da eine 
Abstoßungsreaktion durch den Empfänger rasch zum Verlust des Transplantats führt. Eine 
modifizierte Variante dieses Verfahrens, genannt Alloderm®, konnte jedoch Erfolge in der 
Behandlung chronischer Wunden erzielen 55.  
Synthetisch hergestellte biodegradierbare Materialien auf der Grundlage von Polylaktat 
(PLA), Polyglycolsäure (PGA) oder Polyethylenglycol- und Polybutylenterephthalaten 
(PEGT/PBT) sowie Polycaprolacton (PCL) stellen eine viel versprechende Alternative zu den 
natürlich vorkommenden Materialen dar 58. Ein netzförmiges Copolymer aus PLA und PGA, 
genannt PLGA, zur Behandlung diabetischer Ulcera kommt bereits in der Klinik unter dem 
Namen Dermagraft® zur Anwendung 59. Die standardisierten Herstellungsverfahren 
künstlicher Materialien bieten eine verlässliche Quelle für das entsprechende 
Ausgangsmaterial. Dank neuer Technologien wie „salt leaching“, „solid lipid 
templating“ oder „Electrospinning“ können widerstandfähige dreidimensionale Grundgerüste 
(Scaffolds) mit definierter Form und Porengröße in konstanter Qualität hergestellt werden 58, 
60
. Auf Grund fehlender biologischer Signale in den künstlich hergestellten Biomaterialien 
sind diverse Zellfunktionen wie Proliferation, Adhäsion und Synthese von ECM unzureichend 
ausgeprägt 58. Durch Kombination von synthetischen und natürlichen Materialien können 
diese Zelleigenschaften jedoch verbessert werden 61. Die Entwicklung entsprechender 
Biomaterialen beinhaltet deshalb im Allgemeinen den Einsatz künstlicher (artifizieller) ECM-
Komponenten (aECM), welche in die Grundsubstanz eingefügt werden. Unter diesem 
Gesichtspunkt können eingearbeitete spezielle Adhäsionsmoleküle und für die Wundheilung 
wichtige Wachstumsfaktoren den Heilungsvorgang gezielt unterstützen, indem Vorgänge wie 
Zellmigration, Proliferation und Matrixsynthese optimiert werden 62, 63. Eine derzeit 
gebräuchliche Methode, namens Syspurderm®, ist die Anwendung von Polyurethan (PUR) -
Folien, die mit diversen Substanzen beschichtet sind, um so die Wundheilung gezielt positiv 
zu beeinflussen. Ein Nachteil dabei ist, dass es sich bei PUR um einen nicht 
biodegradierbaren Stoff handelt 56. An dem Ziel einen Hautersatz herzustellen, der alle 
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funktionellen und strukturellen Fähigkeiten der gesunden menschlichen Haut mit sich bringt, 
wird weiter gearbeitet. 
 
1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit 
Im Rahmen des Sonderforschungsbereiches TRR67 werden 3-dimensionale (3D) Scaffolds 
auf der Grundlage von PLGA untersucht und weiterentwickelt. Diverse Studien haben die 
gute Verträglichkeit und Biodegradierbarkeit des Copolymers gezeigt 64, 65, 66. Zudem sind die 
physikalisch-chemischen Eigenschaften des Biomaterials durch kontrollierte 
Herstellungsverfahren regulierbar 60. Das biodegradierbare Material soll zukünftig zur 
Steuerung von Heilungsprozessen in Knochen- und Hautgewebe genutzt werden. Da für 
dieses Anliegen die Kompetenz verschiedener Fachrichtungen vonnöten ist, stellt die 
Kooperation einzelner Teilprojekte eine grundlegende Voraussetzung dar. Im Teilprojekt B4 
wird der Einfluss von aECM auf verschiedene Fb-Funktionen wie Proliferation, Migration, 
Differenzierung und Syntheseleistungen untersucht. Dabei steht die Kooperation mit den 
Teilprojekten, welche modifizierte Matrixkomponenten oder 3D-Trägermaterialien herstellen, 
im Vordergrund. Durch Kooperationspartner im Teilprojekt A1 des TRR67 werden 3D- 
Grundgerüste aus PLGA hergestellt. Über das Herstellungsverfahren des „solid lipid 
templating“ entstehen makroporöse Scaffolds mit einer Porengröße von 300-500 µm. Durch 
das erwähnte Herstellungsverfahren wird eine hohe Konnektivität der Poren untereinander 
erreicht, was den notwenigen Informationsaustausch zwischen den Zellen gewährleistet 60. 
Später ist vorgesehen, diese PLGA-Grundgerüste mit aECM zu modifizieren und durch 
Einführung reaktiver Gruppen und Ankopplung verschiedener Mediatoren zu 
funktionalisieren. In der vorliegenden Dissertation wurde die Integration dermaler Fb in 
PLGA-Scaffolds ohne aECM (Abb. 2) untersucht. Das Ziel der vorliegenden experimentellen 
Arbeiten bestand darin, grundlegende Kenntnisse zum Verhalten der Zellen hinsichtlich 
Proliferation, Synthese nativer ECM und Migration in PLGA-Scaffolds zu erlangen. 
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Abbildung 2: PLGA-Scaffold mit 300-500 µm Porengröße 
 
Im Rahmen der Dissertation sollen folgende Fragen geklärt werden: 
 
o Stellen 3D-PLGA-Scaffolds geeignete Substrate für die Kultivierung dermaler Fb dar?  
o Haben die Kultivierungsbedingungen des 3D-Systems im Vergleich zum Wachstum 
als 2-dimensionale (2D) Monolayer Einfluss auf die Genexpression von ECM-
relevanten Genen? 
o Wie wirken Zytokine und Wachstumsfaktoren auf Fb im 3D-System hinsichtlich der 
Genexpression wichtiger Komponenten des Matrixstoffwechsels? 
o Migrieren dermale Fb aus umliegenden Kollagengelen in PLGA-Scaffolds und kann 
diese Einwanderung durch das Einbringen von Wachstumsfaktoren wie bFGF oder 
TGFß1 in die Scaffolds gesteigert werden? 
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2. Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Nährmedien und Zusätze 
DMEM 10x (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Promo Cell GmbH, Heidelberg, D 
DMEM 1x (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Biochrom AG, Berlin, D 
FKS (fötales Kälberserum) Biochrom AG, Berlin, D 
Mykokill AB PAA Laboratories GmbH, Pasching, A 
Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Pasching, A 
 
Zusammensetzung Fibroblasten-Nährmedium: DMEM (1x) 
 10 % FKS 
 1 % Penicillin/ Streptomycin 
 
2.1.2 Antikörper, Enzyme und Wachstumsfaktoren 
Alexa Fluor 488 (goat anti-mouse IgG) Invitrogen GmbH, Darmstadt, D 
basic fibroblast growth factor (bFGF) PeproTech GmbH, Hamburg, D 
Kollagenase Type IA  
from Clostridium histolyticum (469U/ml) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D  
Dispase ® II Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D 
Ki-67 (monoclonal mouse anti-human IgG) Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D 
transforming growth factor beta (TGFß1) PromoCell GmbH, Heidelberg, D 
Trypsin/EDTA Solution 0,05 %/0,02 % Biochrom AG, Berlin, D 
 
Dispase II-Lösung:  Enzympulver gelöst in PBS (22 U/ml), einen Teil davon für fertige 
Gebrauchslösung (2,2 U/ml) 1:10 mit PBS verdünnt 
Kollagenase-Lösung: Enzympulver gelöst in Hepes-Puffer (1,75 U/ml), 40 µl 1M CaCl2 
zugefügt  
bFGF:   gelöst in 5 mM Tris-Puffer (pH 7,5) mit 0,1 % BSA  
(Endkonzentration: 100 ng/µl) 
TGFß1:  gelöst in 1 mM Citratpuffer (pH 3,5) (Endkonzentration: 50 ng/µl) 
Kollagen-Lösung: Rat tail Collagen Type I gelöst in 0,1%iger steriler Essigsäure 
(Endkonzentration: 4 mg/ml) 
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2.1.3 Chemikalien und andere Substanzen 
Alcianblau 8GX Fluka Chemie GmbH, Steinheim, D 
Aluminiumsulfat Octadecahydrat 
(Al2(SO4)3 x 18 H2O) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
BSA (Bovines Serum Albumin) PAA Laboratories GmbH, Pasching, A 
Calciumchlorid-Lösung 1M (1M CaCl2)  Fluka Chemie GmbH, Steinheim, D 
DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
DEPC (Diethylpyrocarbonat) MP Biomedicals Germany GmbH, Eschwege, 
D 
Dulbecco`s PBS (1x) without Ca & Mg PAA Laboratories GmbH, Pasching, A 
dNTP’s Bioline GmbH, Luckenwalde, D 
Eisen-III-chlorid Waldeck GmbH und Co. KG, Münster, D 
Essigsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Ethanol Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, NL 
GoTaq® qPCR Master Mix Promega GmbH, Mannheim, D 
Hämalaunlösung sauer nach Mayer Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig, D 
Hämatoxylin krist. E. Merck AG, Darmstadt, D 
HCl E. Merck AG, Darmstadt, D 
Hepes-Puffer (HBSS) Promo Cell GmbH, Heidelberg, D 
Isopropanol Dr. Schumacher GmbH, Melsungen, D 
Kernechtrot E. Merck AG, Darmstadt, D 
L-Ascorbinsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/µl) Promega GmbH, Mannheim, D 
M-MLV RT 5x Buffer Promega GmbH, Mannheim, D 
MobiGLOW MoBiTec GmbH, Göttingen, D 
Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, D 
Oligo(dt) Primer 500 µg/ml Promega GmbH, Mannheim, D 
Parafinöl (dünnflüssig) Hausen und Rosenthal KG, Hamburg, D 
para-Formaldehyd (pFA) E. Merck, Darmstadt, D 
Pikrinsäure Fluka Chemie GmbH, Steinheim, D 
PonceauS Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, D 
Rat tail Collagen Type I BD Biosciences, Bedford, USA 
RNase-freies Wasser Qiagen GmbH, Hilden, D 
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rRNasin®  RNase-Inhibitor (40 U/µl) Promega GmbH, Mannheim, D 
Sucrose Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Tissue-Freezing Medium (Einbettmedium) Leica Microsystems GmbH, Nussloch, D 
Tris-Puffer Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, D 
Tween 20 Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, D 
 
2.1.4 Kits 
RNeasy® Mini Kit, Qiagen Qiagen GmbH, Hilden, D 
RNeasy® Micro Kit, Qiagen Qiagen GmbH, Hilden, D 
Nucleo Spin® Blood, Macherey-Nagel Macherey-Nagel GmbH u. Co. KG, Düren, D 
 
2.1.5 Verbrauchsmaterialien 
Chirurgische Einmal-Skalpelle Aesculap AG, Tuttingen, D 
Deckgläschen (24x60 mm) Menzel, Braunschweig, D 
Objektträger SuperFrost® Plus D Menzel, Braunschweig, D 
PCR-Tubes (0,2 ml) Eppendorf AG, Hamburg, D 
Petri-Schale (35 mm) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 
Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 
Pipetten Spitzen (1000 µl, 200 µl) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 
Pipetten Spitzen (10 µl) VWR International, West Chester, USA 
Polypropylenröhrchen (15 ml,50 ml) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 
Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2,5 ml) Eppendorf AG, Hamburg, D 
Zellkulturflaschen (75 cm²)  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 
Zellsiebe 70 µm  BD Biosciences, Bedford, USA 
 
2.1.6 Geräte 
Brutschrank Scientific Equipment Group (SEG), Egelsbach, 
D 
Chirurgische Schere  
Gefrierschrank -25°C Liebherr, Ochsenhausen, D 
Gefrierschrank HERAfreeze -80°C  Heraeus Holding GmbH, Hanau, D 
Kühlschrank Profi Line Liebherr, Ochsenhausen, D 
Lichtmikroskop Telaval 3 Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, D 
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Mastercycler® gradient (Thermocycler) Eppendorf AG, Hamburg, D 
Microtom Leica CM 1950 Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, 
D 
Mikroskop Biorevo BZ-9000 
Software: BZ-II Viewer, BZ-II Analyzer 
Keyence Corporation, Chicago, USA 
Minishaker MS1 IKA® IKA Works, INC., Wilmington, USA 
PCR-Pipettierautomat QIAgility™ Qiagen GmbH, Hilden, D 
Qiagen Rotor-Gene Q 
Software: Rotor-Gene Q Series Software 1.7 
Qiagen GmbH, Hilden, D 
Schüttelgerät Grant–bio, POS-300 Grant Instruments Ltd, Cambridgeshire, UK 
Spektrophotometer ND-1000 NanoDrop Technologies, Wilmington, USA 
Sterilbank Hera Safe Heraeus Holding GmbH, Hanau, D 
Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg, D 
Zentrifuge 5415 D Eppendorf AG, Hamburg, D 
Zentrifuge 5810 R Eppendorf AG, Hamburg, D 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Methoden der Zellkultivierung 
Alle Arbeitsschritte der Zellkultur fanden unter sterilen Bedingungen statt.  
 
2.2.1.1 Isolierung humaner Fb aus Haut 
Die Fb der Haut liegen in der Dermis, eingebettet in ECM. Um einzelne Zellen isolieren zu 
können, musste die Matrix schonend aufgelöst werden. Dafür wurden die Enzyme Dispase 
und Kollagenase verwendet. 
 
 Dispaseverdau 
Zur Gewinnung der Fb wurde Vorhaut verwendet. Die Haut wurde zunächst auf eine sterile 
Kulturschale gegeben, mit PBS gewaschen und mit einem Skalpell in ca. 3x3mm große 
Stücke zerkleinert. Anschließend wurden die Hautstücke in ein Röhrchen mit Dispaselösung 
überführt und 24 Stunden (h) bei 4°C gelagert. Das Enzym Dispase trennt die Verbindung 
zwischen Epidermis und Dermis. Dadurch werden die Fb für den folgenden Isolierungsschritt 
zugänglich. 
 
 Kollagenaseverdau 
Am nächsten Tag erfolgte mittels zweier Pinzetten die Trennung von Epidermis und Dermis. 
Die Dermisstückchen wurden anschließend 30 min. in Kollagenaselösung im Brutschrank 
gelagert. Das proteolytische Enzym Kollagenase löst die Fb aus ihrem Zellverband, indem es 
die strukturgebende ECM spaltet.  
Um die Enzymreaktion zu stoppen, wurden der Lösung 3-5 ml Fb-Medium zugesetzt. 
Anschließend wurden die Dermisstückchen über einen 70 µm Filter gegeben. Das Filtrat 
wurde 8 min. bei 453 x g zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 6 ml frischem 
Nährmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche überführt. Die Kultivierung erfolgte 
in einem CO2-Inkubator unter 5 % CO2-Begasung und wassergesättigter Atmosphäre bei 
37°C. Aller 48 bis 72 h wurde das Nährmedium gewechselt. 
Um eine Infektion durch Mykoplasmen zu vermeiden, wurden dem Medium 20 µl/ml 
Mycokill  zu gesetzt.  
 
 
 
2. Material und Methoden   - 17 - 
2.2.1.2 Passagieren von Zellen 
Sobald eine 100%ige Konfluenz der Fb am Boden der Zellkulturflasche erreicht war, erfolgte 
die Aufteilung in neue Kulturflaschen oder die Verwendung der Zellen für Versuche. Dazu 
wurde das verbrauchte Medium abgeschüttet und die Flasche zweimal mit PBS gespült. 
Anschließend wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin/EDTA-Lösung vom Boden des 
Kulturgefäßes abgelöst. Durch Beklopfen der Zellkulturflasche wurde der Ablösevorgang 
beschleunigt und unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Durch Zugabe von 2-3 ml 
Nährmedium erfolgte anschließend die Inaktivierung des Trypsins. Die Zellsuspension wurde 
in ein 15-ml-Röhrchen übernommen und 4 min. bei 200 x g zentrifugiert. Das entstandene 
Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert und auf neue Kulturgefäße aufgeteilt. 
 
2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl dermaler Fb 
Zur Bestimmung der Fb-Zahl in einer Zellsuspension wurde eine Neubaur-Zählkammer 
verwendet. Um die Zellzahl zu ermitteln, wurden alle vier Großquadrate ausgezählt und das 
arithmetische Mittel berechnet. Da ein Eckquadrat der Neubaur-Zählkammer ein Volumen 
von 0,1 µl besitzt, errechnet sich die Zellzahl wie folgt:  
 
 
 
2.2.1.4 Aussäen dermaler Fb in PLGA-Scaffolds  
In der vorliegenden Arbeit wurden PLGA-Scaffolds mit einer Porengröße von 300 bis 500µm 
verwendet. In Vorbereitung auf einen Versuch mussten die jeweiligen Scaffolds am Vortag 
sterilisiert und vorbereitet werden. Das Sterilisieren fand 30 min. in 70%igem Alkohol in 
destilliertem Wasser (Aqua dest.) statt. Um anschließend den Alkohol vollständig entfernen 
zu können, erfolgten 4 Waschschritte mit sterilem PBS. Danach wurden zu jedem Scaffold 
500 µl Fb-Nährmedium hinzugegeben. Die Lagerung erfolgte über Nacht bei 4°C. Durch das 
lange Einlegen in Medium sollte erreicht werden, dass sich die Poren des Scaffolds 
vollständig damit füllen.  
Am Versuchstag wurden die in Nährmedium liegenden Scaffolds zum Erwärmen in den 
Brutschrank gelegt. Aus Zellkulturflaschen abtrypsinierte Fb wurden gezählt und jeweils 
7x10^5 Fb in sechs 15-ml-Röhrchen übernommen und pelletiert. Anschließend erfolgte die 
Resuspension der jeweiligen Zellpellets nach dem in der folgenden Tabelle 1 dargestellten 
Schema. 
 
arithmetisches Mittel gezählter Fb *  10^4  =  Fb-Zahl pro ml Zellsuspension 
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Zeitrau
m 
Scaffold-Negativkontrolle Scaffold mit TGFß1 Scaffold mit bFGF 
24h 7x10^5 Fb in 50 µl Nähr-
medium  
7x10^5 Fb in 50 µl Nährmedi-
um mit TGFß1 (10 ng/ml) 
7x10^5 Fb in 50 µl Nährmedi-
um mit bFGF (50 ng/ml) 
48h 7x10^5 Fb in 50 µl Nähr-
medium 
7x10^5 Fb in 50 µl Nährmedi-
um mit TGFß1 (10 ng/ml) 
7x10^5 Fb in 50 µl Nährmedi-
um mit bFGF (50 ng/ml) 
Tabelle 1: Resuspensions-Übersicht zum Aussäen dermaler Fb in Scaffolds 
 
Um die vollständige Aufnahme der Zellsuspensionen in die Scaffolds zu gewährleisten, 
wurden diese mit Hilfe von sterilem Papier zuvor annähernd trocken gesaugt und in eine leere 
6-Well-Platte überführt. Anschließend erfolgte die langsame tropfenweise Übernahme der 
Zellsuspensionen auf die jeweiligen Scaffolds. Die Zellsuspensionen wurden dabei 
vollständig aufgesaugt. Um den Fb die Adhärenz an das PLGA-Gerüst zu ermöglichen, 
erfolgte eine einstündige Inkubation im Brutschrank. Danach wurden zu jedem Well 4 ml Fb-
Nährmedium zugegeben, so dass das Scaffold frei im Well schwamm. Das Medium für die 
mit Wachstumsfaktoren behandelten Proben enthielt ebenso TGFß1 bzw. bFGF in den 
entsprechenden Konzentrationen. Um zu verhindern, dass Fb aus dem Scaffold absinken und 
auf dem Well-Boden als Monolayer wachsen, wurde die 6-Well-Platte mit den 
schwimmenden Scaffolds für 24 und 48 h auf dem Schüttelgerät POS-300 (Grant–bio) bei 
150 rpm im Brutschrank kultiviert. Es erfolgte in dieser Zeit kein Mediumwechsel. 
 
Für die Kultivierung der Fb in den PLGA-Scaffolds zum Zwecke der mikroskopischen Bilder 
wurde dem Nährmedium, zusätzlich zu den Wachstumsfaktoren, Ascorbat in einer 
Konzentration von 50 µg/ml zugesetzt, da Ascorbat essenziell zur Kollagensynthese benötigt 
wird 48. Die Kultivierungszeit in den Scaffolds betrug 7 d. Durch den längeren Zeitraum 
kommt eine höhere Zelldichte im Scaffold zu Stande, was sich auf die Qualität der 
mikroskopischen Bilder positiv auswirkt. Aller 48 h erfolgte ein Mediumwechsel. Dem 
frischen Nährmedium wurden ebenfalls Ascorbat und der jeweilige Wachstumsfaktor in oben 
genannten Konzentrationen beigesetzt. 
 
2.2.1.5 Aussäen dermaler Fb als Monolayer 
Um das Verhalten von Fb, welche auf Monolayer wachsen, testen zu können, wurden jeweils 
1x10^5 Zellen in die Vertiefungen einer 6-Well-Platte ausgesät. Anschließend wurde das 
Nährmedium jeweils bis auf 2,5 ml aufgefüllt. Direkt danach erfolgte die Zugabe von 
10 ng/ml TGFß1 bzw. 50 ng/ml bFGF. Die folgende Tabelle 2 zeigt eine Übersicht zum 
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Versuchsaufbau. Die Fb wurden anschließend 24 bzw. 48 h im Brutschrank inkubiert. Nach 
48 h war eine etwa 90%ige Konfluenz der Zellen erreicht. Während der gesamten 
Inkubationzeit erfolgte, wie auch bei den Scaffolds, kein Mediumwechsel. 
  
Zeit-
raum 
Monolayer Negativkontrolle Monolayer mit TGFß Monolayer mit bFGF 
24h 2,5 ml Nährmedium  2,5 ml Nährmedium mit TGFß1 
(10 ng/ml) 
2,5 ml Nährmedium mit bFGF 
(50 ng/ml) 
48h 2,5 ml Nährmedium 2,5 ml Nährmedium mit TGFß1 
(10 ng/ml) 
2,5ml Nährmedium mit bFGF 
(50 ng/ml) 
Tabelle 2: Übersicht zum Aussäen dermaler Fb als Monolayer 
 
2.2.1.5 Aussäen dermaler Fb in Kollagengele mit mittig platzierten Scaffolds 
Vor Beginn des Versuches wurden die in Medium liegenden Scaffolds zum Erwärmen in den 
Brutschrank gelegt. Danach erfolgte ein Trockensaugen der Scaffolds, die mit 
Wachstumsfaktoren behandelt werden sollten, mittels Sterilpapier. Anschließend wurden sie 
mit 250 µl Nährmedium betropft, welches 10 ng/ml TGFß1 oder 50 ng/ml bFGF enthielt. Die 
Scaffolds für die Negativkontrollen blieben unbehandelt und waren lediglich mit Fb-
Nährmedium vollgesaugt. 
Um Fb in ein Kollagengel auszusäen, wurden 5x10^5 abtrypsinierte Zellen gezählt, pelletiert 
und in 1 ml Nährmedium resuspendiert. Anschließend wurde das Kollagengel in folgender 
Zusammensetzung und Reihenfolge (Tab. 3) in einem 50-ml-Röhrchen gemischt: 
 
1. 0,75ml Kollagenlösung (Konzentration: 4mg/ml) 
2. 0,85ml PBS 
3. 0,2ml 10x DMEM  
4. 50µl 1M NaOH ( Lösung färbt sich rosa) 
5. 0,2ml FKS 
6. 1ml Zellsuspension (5x10^5 Fb) 
      Endvolumen: 3ml 
Tabelle 3: Zusammensetzung und Mischungsfolge des Kollagengels   
 
Nach sorgfältiger Mischung der Bestandteile wurde das noch flüssige Gel in eine 35 mm 
Petri-Schale gegossen. Nach etwa 1 min. war das Gel polymerisiert und hatte sich soweit 
gefestigt, dass die Scaffolds mit einer sterilen Pinzette mittig im Kollagengel platziert werden 
konnten (Abb. 3). Zur weiteren Verfestigung des Gels wurden die Petri-Schalen anschließend 
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30 min. in den Brutschrank gestellt. Danach erfolgten das vorsichtige Lösen des Gels vom 
Rand der Schale mit einer 200 µl Pipettenspitze und die Zugabe von 1 ml Nährmedium. Die 
Kontrolle der Kontraktion der Gele erfolgte nach weiteren 4 h Inkubation im Brutschrank und 
danach immer täglich (Abb. 4). Die nachfolgenden Bilder veranschaulichen den 
Versuchsaufbau. 
 
 
 
 
Abbildung 3: Schema zur Veranschaulichung des Versuchsaufbaus 
[1: Kollagengel mit Fb, 2: PLGA-Scaffold] 
  
 
 
 
Abbildung 4: PLGA-Scaffold in einem Kollagengel (Ansicht von oben) 
a) nach 4 h 
b) nach 24 h 
c) nach 48 h Inkubationszeit  
[1: Kollagengel mit Fb, 2: PLGA-Scaffold]  
 
Aller 48 h wurde das Medium gewechselt und die jeweiligen Scaffolds erneut mit 
Wachstumsfaktoren behandelt. Dazu wurden das bereits kontrahierte Gel und der Scaffold 
sorgfältig vom verbrauchten Medium befreit und der Scaffold mit 60 µl Nährmedium betropft, 
welches TGFß1 bzw. bFGF in entsprechenden Konzentrationen enthielt. Nach einer 2-
minütigen Einwirkzeit wurden 2 ml frisches Nährmedium vorsichtig um das Gel herum 
zugegeben. Nach 7 d Inkubation war die maximale Kontraktion des Kollagengels erreicht und 
der Versuch wurde mit der Isolation der Desoxyribonucleinsäure (DNA) beendet. 
 
2 
1 
 a b c 
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2
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1
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.2.1 DNA-Isolation aus Fb im Kollagengel und im PLGA-Scaffold 
Kollagengel und Scaffold wurden vor Beginn der DNA-Isolation mit Hilfe zweier Pinzetten 
voneinander getrennt und separat in 1,5-ml-Reaktionsgefäßen aufgearbeitet. Um die DNA-
Extraktion aus dem kleinporigen Scaffold zu optimieren, wurde dieser mit einer sterilen 
chirurgischen Schere in etwa 1x1 mm große Teile zerkleinert. Für die Isolation wurde das Kit 
„Genomic DNA from Blood“ der Firma Macherey-Nagel verwendet. Das Herstellerprotokoll 
wurde dabei leicht modifiziert. 
Scaffold und Gel wurden jeweils in 200 µl PBS, 200 µl Lysepuffer und 15 µl ProteinaseK 
aufgenommen. Durch Vortexen des Lysats wurde das Gel nahezu vollständig gelöst. Der 
zerkleinerte Scaffold war nicht im Lysat lösbar. Nach einer 15-minütigen Inkubation im 
Heizblock, geschüttelt bei 500 rpm, bei 58°C wurden die Proben mit 220 µl 100%igem 
Alkohol versetzt. Der Alkohol erhöht die Neigung der DNA-Moleküle an die Silikamembran 
der Isolierungssäulen zu binden. Anschließend wurde nur das Lysat auf die Säulen gegeben 
und 1 min. bei 11.000 x g zentrifugiert. Die Reste des zerkleinerten unlöslichen Scaffolds 
verblieben im Reaktiongefäß und wurden entsorgt. Um Verunreinigungen der Silikamembran 
zu entfernen, erfolgten 2 Waschschritte mit 500 µl Buffer BW und 600 µl Buffer B5. Zum 
Trocknen der Membran wurden die Isolierungssäulen weitere 3 min. bei 11.000 x g 
zentrifugiert.  
Um die DNA-Moleküle wieder von den Isolierungssäulen trennen zu können, wurde ein auf 
70°C erwärmter Elutionspuffer verwendet. Die verwendeten Volumina betrugen jeweils 40 µl. 
Die DNA-Konzentration und -Reinheit im Eluat wurden anschließend am Spektrophotometer 
ND-1000 bestimmt. 
  
2.2.2.2 RNA-Isolation aus Fb als Monolayer und in Scaffolds 
Für die Präparation der Ribonukleinsäure (RNA) aus den Fb, welche als Monolayer wachsen, 
wurde das RNeasy® Micro Kit von Qiagen, für Zellzahlen kleiner gleich 5x10^5, benutzt. Die 
Fb wurden dabei direkt in den Vertiefungen der Well-Platte lysiert. Die RNA-Extraktion 
erfolgte weiter nach Protokoll. Das Eluieren der RNA erfolgte im letzten Schritt mit 15 µl 
RNase-freiem Wasser. 
Um die RNA aus den Fb des Scaffolds gewinnen zu können, wurde dieser vorher mit einer 
sterilen chirurgischen Schere in 1x1 mm große Stücke zerkleinert und in ein 1,5ml-
Reaktiongefäß überführt. Die RNA-Extraktion erfolgte anschließend mit dem RNeasy® Mini 
Kit der Firma  Qiagen. Die Lyse der Zellen fand direkt in dem 1,5-ml-Reaktiongefäß mit 
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350 µl RLT-Lysepuffer statt. Nach der Zugabe von 350 µl 70%igem Ethanol in DEPC-
Wasser wurde das Lysat auf die Isolierungssäulen überführt und die RNA weiter nach 
Protokoll isoliert. In einem abschließenden Schritt wurde die RNA mit 20 µl RNase-freiem 
Wasser aus den Säulen eluiert. Die gewonnenen RNA-Konzentrationen wurden danach am 
Spektrophotometer ND-1000 ermittelt. 
 
2.2.2.3 Reverse Transkription in cDNA 
Unter dem Begriff der reversen Transkription versteht man das Umschreiben von RNA in 
komplementäre DNA (cDNA). Um später vergleichende Aussagen über die Genexpression 
tätigen zu können, ist es notwendig, immer die gleiche Menge RNA in cDNA umzuschreiben. 
In dieser Arbeit wurde dafür jeweils 1µg RNA eingesetzt. Als Primer diente ein Oligo(dt)-
Nukleotid, welches an den Poly-A-Schwanz der mRNA bindet und als Anheftungspunkt für 
die reverse Transkriptase fungiert.   
Die Zusammensetzung eines Proben- und Enzymansatzes für die Synthesereaktion ist in 
Tabelle 4 dargestellt. Die Synthesereaktion fand im Thermocycler Mastercycler® gradient der 
Fima Eppendorf statt. Die cDNA–Proben wurden anschließend bis zur Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) bei -20°C gelagert. 
 
Probenansatz Enzymansatz (Mastermix) 
1 µl Oligo(dt)-Nukleotid 
µl Eluat entsprechend 1µg RNA  
µl RNase-freies Wasser bis 12 µl Gesamtvolumen 
4 µl 5x RT Buffer 
1 µl dNTP-Mix (10 mM) 
1 µl M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/µl) 
1 µl rRNasin®  RNase-Inhibitor (40 U/µl) 
Tabelle 4: Übersicht der Ansätze für die reverse Transkriptase-Reaktion in cDNA 
 
2.2.2.4 quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) 
Die PCR, welche 1987 von Kary B. Mullis entwickelt wurde, stellt ein zyklisches Verfahren 
zur exponenziellen Amplifikation eines spezifischen DNA-Abschnittes, der von zwei 
bekannten Sequenzabschnitten flankiert ist, dar. 
Die quantitative Real-Time-PCR beruht auf dem herkömmlichen Prinzip der PCR, ermöglicht 
jedoch eine Aussage über die Menge der amplifizierten doppelsträngigen DNA nach jedem 
Zyklus. Die Visualisierung geschieht durch fluoreszierende Farbstoffe, wie SYBR® Green, 
die sequenzunspezifisch an doppelsträngige DNA binden. Die dadurch entstehenden 
sigmoidalen Fluoreszenzkurven erlauben eine Aussage über die jeweils vorhandene 
Ausgangsmenge der Transkripte. Für diesen Vergleich wird während der exponenziellen 
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Amplifikationsphase der sogenannte Cycle Threshold (ct) festgelegt. Der ct-Wert gibt die 
Anzahl der Zyklen an, die benötigt werden, bis das Fluoreszenzsignal einen Schwellenwert 
überschreitet. Zur Qualitätskontrolle der erhaltenen Fluoreszenzsignale dient eine 
abschließende Schmelzkurve der amplifizierten DNA. In der nachfolgenden Tabelle 5 sind 
die verwendeten Primer mit spezifischer Annealing- und Fluoreszenztemperatur für die 
Analyse der Gene aufgelistet. 
 
Gen Primersequenz (5’-3’) Annealing 
Temperatur 
Größe (bp)  
RPS-26 forward: 5’-CAA TGG TCG TGC CAA AAA G -3’ 
reverse: 5’-TTC ACA TAC AGC TTG GGA AGC -3’ 
61°C 189 
Coll I forward: 5’-GTC GCA CTG GTG ATG CTG-3’ 
reverse: 5’-GGT GGT GTC CAC CTC GAG-3’ 
56°C 197 
Coll III forward: 5’-CCA TTG CTG GGA TTG GAG-3’ 
reverse: 5’-GTC CAC CAG TGT TTC CGT-3’ 
63°C 340 
Has-2 forward: 5’-AGA GCA CTG GGA CGA AGT G-3’ 
reverse: 5’-ATG CAC TGA ACA CAC CCA AA-3’ 
58°C 245 
MMP-1 forward: 5’-CAG ATG TGG ACC ATG CCA TTG AG-3’ 
reverse: 5’-CAT CAA TGT CAT CCT GAG CTA GC-3’ 
60°C 381 
Tabelle 5: verwendete Primer für die quantitative Real-Time-PCR 
 
Vor der PCR erfolgte eine 1:5 Verdünnung der cDNA. Von allen Proben wurden 
Doppelbestimmungen pipettiert. Die Pipettierarbeit wurde von dem Pipettierautomat 
QIAgilityTM (Qiagen) durchgeführt. Die PCR-Reaktion fand anschließend in dem PCR-Gerät 
Qiagen Rotor-Gene Q (Qiagen) statt. Die Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes ist in 
Tabelle 6 dargestellt. 
 
1x PCR-Ansatz 
2 µl verdünnte cDNA 
0,5 µl Primer vorwärts 
0,5 µl Primer rückwärts 
7 µl RNase-freies Wasser 
10 µl GoTaq® qPCR Master Mix  
Tabelle 6: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes 
 
Als Standard wurde eine Verdünnungsreihe des jeweiligen zugehörigen Plasmids angefertigt, 
die das gewünschte PCR-Produkt in bekannter Konzentration enthielt. Dadurch konnte für 
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jedes Gen eine Eichgerade der Standardkonzentrationen ermittelt werden, mit deren Hilfe die 
Konzentration der erhaltenen PCR-Produkte errechnet werden konnten. 
Als Referenzgen wurde das Gen RPS26 verwendet. Ein solches Referenzgen weist die 
Besonderheit auf, dass es schwach oder nicht reguliert und somit auf relativ stabilem Niveau 
exprimiert wird. Dadurch konnten die erhaltenen Mengen der PCR-Produkte auf dieses Gen 
abgeglichen werden. Dabei wurde der Quotient aus den ermittelten Kopiezahlen des 
untersuchten Gens und des Referenzgens gebildet. Die dadurch errechneten dimensionslosen 
Zahlen wurden als arbitrary units (AU) bezeichnet. 
 
 
 
Zur besseren Darstellbarkeit und zur Verringerung der Varianz zwischen den einzelnen 
Versuchsreihen wurden die AU der untersuchten Gene auf die jeweils zugehörige 24 h bzw. 
48 h Monolayer-Kontrolle bezogen. Die errechneten dimensionlosen Zahlen wurden als fold 
induction bezeichnet und im Diagramm auf der Ordinate dargestellt. 
 
2.2.3 Histologische Methoden 
2.2.3.1 Anfertigen von Gefrierschnitten und Fixation auf Objektträgern 
Um mikroskopische Bilder von Fb-besiedelten Scaffolds anfertigen zu können, wurden diese 
zuvor über Nacht in 4%igem pFA fixiert und weitere 24 h in 30%iger Sucrose entwässert. 
Anschließend erfolgte die Einbettung der Proben in Tissue Freezing Medium® unter 
Zuhilfenahme von Trockeneis. Bis zum Schneiden wurden die Proben bei -25°C gelagert. 
Am Microtom CM 1950 (Leica) wurden 10 µm dicke Schnitte der mit Fb besiedelten 
Scaffolds hergestellt. Die Fixation auf den Objektträgern gestaltete sich schwierig, da der 
Stoff PLGA nicht am Glas haftet und somit bei Färbevorgängen verlorengeht. Deshalb 
wurden die Schnitte mit dem beidseitig klebenden Band Photo Film-Tape (Tesa®) auf dem 
Objektträger fixiert. Das Klebeband wurde dafür bereits vor dem jeweiligen Schnitt auf die 
gefrorene Probe aufgeklebt, so dass der Scaffold nach dem Schneidevorgang direkt daran 
haftete. Anschließend erfolgte die vorsichtige, möglichst luftblasenfreie Befestigung des 
Bandes mit der vom Präparat abgewandten, ebenfalls klebenden Seite auf dem Objektträger.  
 
2.2.3.2 Färbe-Methoden 
Die Schnitte wurden über Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und am nächsten Tag mit 
den folgenden Methoden gefärbt.  
AU = (Copiezahl Zielgen/ Copiezahl RPS26) 
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a.) Hämalaun-Färbung 
Bei dieser Färbung handelt es sich um eine Übersichtsfärbung, die mit einer 
gebrauchsfertigen Hämalaunlösung durchgeführt wurde. Mit dem Farbstoff wurden die 
Zellkerne der Fb 10 min. blau-violett gefärbt und anschließend mit Leitungswasser gebläut.  
 
b.) Alcianblau-Kernechtrot-Färbung 
Mit dem Farbstoff Alcianblau können saure Mucopolysaccharide, wie beispielsweise  
Hyaluronsäure (HA), blau dargestellt werden. Die Schnitte wurden dazu 30 min. mit dem 
Farbstoff behandelt und anschließend mit Aqua dest. gespült. Die Gegenfärbung der 
Zellkerne erfolgte 5 min. mit Kernechtrot. 
 
c.) Weigert-van Gieson-Färbung 
Mit der Weigert-van Gieson-Färbung können Zellkerne schwarz-braun und kollagene Fasern 
rot dargestellt werden. Es erfolgte zuerst eine 10-minütige Kernfärbung mit dem säurefesten 
Farbstoff Weigert. Anschließend wurde das Präparat in Aqua dest. gespült und 7 min. zur 
Kollagendarstellung mit dem sauren van Gieson behandelt.  
 
Die Färbelösungen wurden vor dem Gebrauch in folgender Zusammensetzung (Tab. 7) und 
größerer Menge hergestellt. 
 
Farbstoff Zusammensetzung 
Alcianblau 1%ige Alcianblaulösung in 3%iger Essigsäure, pH 2,5 
Kernechtrot 5 g Al2(SO4)3 x 18 H2O in 100 ml Aqua dest. gelöst, Lösung erhitzt, 
0,1 g Kernechtrot unter Rühren zugegeben, Lösung filtriert 
Weigert Weigert A  1 % Hämatoxylin in 100%igen Ethanol 
Weigert B  10 g Eisen III-Chlorid und 10 ml 25%ige HCl in 1000 ml H2O 
Weigert A und B vor jedem Gebrauch 1:1 frisch mischen 
Van Gieson 90 ml gesättigte Pikrinsäure, 10 ml 1%iges wässriges PonceauS, 1,25 ml 100%ige 
Essigsäure 
Tabelle 7: Zusammensetzung der verwendeten Färbelösungen 
 
Bei allen Färbungen erfolgte das Eindecken der Präparate mit dünnflüssigem Parafinöl. Eine 
Behandlung der Präparate mit Ethanol oder Methanol im Rahmen von Färbeprozessen war 
nicht mehr möglich, da das Klebeband beim Kontakt mit Alkohol eintrübt und dadurch ein 
Begutachten der Schnitte unmöglich ist. Die Betrachtung der PLGA-Scaffolds und die 
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digitale Aufnahme sowie Speicherung der Bilder wurde mit dem Mikroskop Biorevo BZ-9000 
der Firma Keyence durchgeführt. 
 
2.2.3.3 Immunfluoreszenzfärbung 
Zur Darstellung proliferierender Fb in den PLGA-Scaffolds wurde eine 
Immunfluoreszenzfärbung mit einem Antikörper gegen Ki-67 durchgeführt. Das Protein 
Ki-67 kann nur in Zellen nachgewiesen werden, die sich vermehren. In ruhenden Zellen ist 
das Antigen nicht detektierbar. Damit ist die Wachstumsfraktion einer Zellpopulation 
darstellbar 67. Die Schnitte wurden, wie unter 2.2.3.1 beschrieben, angefertigt und über Nacht 
bei Raumtemperatur getrocknet. Zur Vermeidung einer Austrocknung durch Verdunstung, 
fanden die einzelnen Schritte der Immunfluoreszenzfärbung in einer feuchten Kammer statt.  
Um die Zellmembran für die Antikörperlösungen durchlässig zu machen, erfolgte vorerst eine 
Behandlung der Präparate mit 0,5 % Tween in PBS. Zur Vermeidung unspezifischer 
Fluoreszenzsignale wurden unspezifische Bindungsstellen mit 0,1 % Tween und 3 % BSA in 
PBS geblockt. Anschließend wurde der Primärantikörper für Ki-67 in einer 1:100 
Verdünnung mit 0,1 % Tween und 3 % BSA in PBS aufgetragen. Die Einwirkzeit betrug 
90 min. Nach mehrmaligem Waschen wurde mit dem grün fluoreszierenden 
Sekundärantikörper ZAM-Alexa 488 30 min. detektiert  
Für die Darstellung der einzelnen Zellkerne wurde der Farbstoff DAPI verwendet, welcher 
vorher 1:500 mit PBS verdünnt wurde. Der Farbstoff lagert sich an die DNA im Zellkern an 
und fluoresziert blau. Das Eindecken der Präparate erfolgte mit MobiGLOW, einem 
speziellen Eindeckmedium für Immunfluoreszenz-Mikroskopie. Die Objektträger wurden bei 
4°C in einer verdunkelden Box aufbewahrt. Das Erstellen der Bilder erfolgte mit dem 
Fluoreszenzmikroskop Biorevo BZ-9000 der Firma Keyence.  
 
2.2.4 Analytische Methoden 
2.2.4.1 Erstellen einer DNA-Eichkurve 
Um über die gewonnene DNA-Menge aus dem Scaffold und aus dem Kollagengel eine 
Aussage zur vorhandenen Zellzahl tätigen zu können, wurde zuvor eine DNA-Eichkurve 
erstellt. Aus folgenden definierten Fb-Zahlen wurde dazu die DNA extrahiert:  
0,5x10^5; 1x10^5; 2x10^5; 4x10^5; 5x10^5; 7x10^5; 9x10^5 Fb.  
Die DNA-Isolation erfolgte mit dem Kit „Genomic DNA from Blood“ der Firma Macherey-
Nagel nach dem Protokoll des Herstellers. Die Menge der eluierten DNA wurde anschließend 
mit Hilfe des Spektrophotometer ND-1000 ermittelt.  
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Um eine repräsentative Eichgerade zu erhalten, wurde die DNA-Isolation jeweils dreimal mit 
Vorhaut-Fb von unterschiedlichen Spendern durchgeführt. Die errechnete Eichgerade ist im 
Ergebnisteil dargestellt. 
 
2.2.5 Graphische Auswertung und Statistik 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 4.0. Zur 
Berechnung der Signifikanzen wurde der Mann-Whitney-t-Test verwendet. Jeder Versuch 
wurde mindestens dreimal durchgeführt. Als signifikant wurden p-Werte ≤ 0.05 (*) 
festgesetzt. Die höheren Signifikanzstufen sind durch (**) für  p ≤ 0,01 und (***) für  p ≤ 
0,001 gekennzeichnet.  
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Genexpression in Fibroblasten als Monolayer und im PLGA-Scaffold  
Zur Untersuchung des Matrixstoffwechsels dermaler Fb im 3D-System Scaffold wurden die 
Zellen hinsichtlich ihrer Genexpression für ECM-relevante mRNA untersucht und mit Fb 
verglichen, welche als Monolayer wachsen. Die Konfluenz der Zellen, welche als Monolayer 
kultiviert waren, betrug dabei nach 48 h etwa 90 %. Des Weiteren wurde die Wirkung der 
Wachstumsfaktoren TGFß1 und bFGF auf die Fb im Scaffold und als Monolayer analysiert. 
Die jeweiligen Zellen wurden 24 und 48 h inkubiert. Anschließend erfolgte die Untersuchung 
wichtiger Komponenten des Matrixstoffwechsels mittels quantitativer Real-Time-PCR (qRT-
PCR). Analysiert wurden die Syntheseraten auf mRNA-Ebene für die α1-Ketten des Kollagen 
Typ I (Coll I) und Typ III (Coll III). Diese beiden Kollagentypen stellen wichtige Bestandteile 
der von Fb gebildeten ECM dar. Zudem wurde die Genexpression für die Enzyme HA-
Synthetase 2 (Has-2) und Matrixmetalloproteinase-1 (MMP-1), die in den Matrixstoffwechsel 
eingebunden sind, untersucht.   
 
3.1.1 Matrixstoffwechsel in Monolayer-Fibroblasten und Scaffold-Fibroblasten im 
Vergleich 
In Abb. 5 sind die Expressionsraten der oben genannten Gene in den Zellen des Scaffolds im 
Verhältnis zu denen in Monolayer-Fb dargestellt. Nach 24 h Inkubation zeigte sich für Coll I, 
Coll III und MMP-1 eine signifikant höhere Expressionsrate in den Fb, die in den PLGA-
Scaffolds kultiviert waren. Dieser Unterschied war für MMP-1 mit 8-facher Erhöhung 
gegenüber den Monolayer-Fb besonders stark ausgeprägt (Abb. 5). Die Syntheseraten für Coll 
I und Coll III waren in den Zellen des PLGA-Geürstes ungefähr 3-fach höher als in denen des 
Monolayers. Aus Abb. 5 wird ebenso ersichtlich, dass Has-2 in Fb, welche im Scaffold 
wuchsen, nach 24 h nicht signifikant höher exprimiert wurde als in Zellen, die als Monolayer 
kultiviert waren.  
Nach weiteren 24 h Inkubation der Fb steigerte sich jedoch die Expressionsrate von Has-2, so 
dass diese nach 48 h in den Scaffold-Fb ebenfalls signifikant höher war (Abb. 6). Ebenfalls 
wird aus Abb. 6 ersichtlich, dass die Expressionsraten für Coll III und MMP-1 in den Fb des 
PLGA-Gerüstes auch nach 48 h signifikant höher waren als in den Zellen des Monolayers. 
Der Unterschied der MMP-1-Syntheserate war zum zweiten Zeitpunkt noch stärker 
ausgeprägt. Die Expression des Gens lag im Scaffold ungefähr 16-fach höher als im 
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Monolayer (Abb. 6). Der Unterschied in der Expression von Coll I in Monolayer-Fb und 
Scaffold-Fb war dagegen nach 48 h nicht mehr signifikant.  
Zusammenfassend ergaben die Untersuchungen der Syntheseraten, dass die Expression 
wichtiger Komponenten des Matrixstoffwechsels in Fb, die in PLGA-Scaffolds kultiviert 
wurden, weitestgehend höher war, als in Zellen, welche als Monolayer wuchsen. 
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Abbildung 5: qRT-PCR Daten zum Vergleich der Expressionraten für Coll I, Coll III, Has-2 
und MMP-1 in Fb als Monolayer und im PLGA-Scaffold nach 24 h Inkubation. 
(Die Expressionsrate im Monolayer wurde =1 gesetzt.) n=5 
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Abbildung 6: qRT-PCR Daten zum Vergleich der Expressionraten für Coll I, Coll III, Has-2 
und MMP-1 in Fb als Monolayer und im PLGA-Scaffold nach 48 h Inkubation.  
(Die Expressionsrate im Monolayer wurde =1 gesetzt.) n=5 
 
3.1.2 Einfluss von TGFß1 und bFGF auf den Matrixstoffwechsel 
Im selben Experiment wurde der Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die Zellen im PLGA-
Scaffold untersucht. Dabei sollte geprüft werden, ob bekannte Effekte der Wachstumsfaktoren 
auf Fb als Monolayer, wie beispielsweise die Induktion der Kollagensynthese durch TGFβ1 
3. Ergebnisse   - 30 - 
oder Steigerung der MMP-1 Genexpression durch bFGF, auch im Scaffold nachweisbar sind. 
Die jeweiligen PLGA-Gerüste und Monolayer wurden dafür ebenfalls 24 und 48 h mit TGFß1 
oder bFGF inkubiert. Anschließend wurden die Expressionsraten der oben genannten Gene 
analysiert. 
In den Ergebnissen zeigte sich, dass Coll I unter Einfluss von TGFß1 zu beiden Zeitpunkten 
sowohl in den Zellen des Monolayers als auch in den Zellen des Scaffolds signifikant mehr 
exprimiert wurde (Abb. 7a-d). Die Ausprägung der Induktion war in beiden Systemen gleich. 
Des Weiteren wird aus Abb. 7a und c ersichtlich, dass bFGF in den Fb, die als Monolayer 
wuchsen, sowohl nach 24 h als auch nach 48 h Inkubation eine verminderte Expression von 
Coll I bewirkt hat. Dieser Effekt war in den Zellen des Scaffolds jedoch nicht erkennbar 
(Abb. 7b, d). Die Untersuchung der Coll I-Expressionsraten ergab insgesamt eine ähnliche 
(Abb. 7a, b) oder etwas schwächer ausgeprägte Wirkung (Abb. 7c, d) der Wachstumsfaktoren 
auf die Zellen, die im PLGA-Scaffold wuchsen. 
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Abbildung 7: Expressionsraten von Coll I unter Einfluss von TGFß1 und bFGF.  
Fb als Monolayer (a, c) nach 24 h (a) und 48 h (c) Inkubationszeit. 
Fb im PLGA-Scaffold (b, d) nach 24 h (b) und 48 h (d) Inkubationszeit.  
(Die Expressionsrate in der jeweils zugehörigen Kontrolle wurde =1 gesetzt.) n=5 
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Die Analyse der Expressionsraten von Coll III führte zu vergleichbaren Ergebnissen. Unter 
der Wirkung von TGFß1 war ebenfalls in den Zellen des Monolayers eine signifikante 
Erhöhung der Genexpression feststellbar (Abb. 8a, c). Diese vermehrte Expression von 
Coll III war auch in den Fb des Scaffolds erkennbar, hier jedoch zu keinem der beiden 
Zeitpunkte signifikant (Abb. 8b, d). Weiterhin bewirkte der Wachstumsfaktor bFGF eine 
Senkung der Expressionsrate von Coll III sowohl im 2D-System Monolayer als auch im 3D-
System Scaffold. Allerdings war diese verminderte Genexpression nur nach 24-stündiger 
Inkubation signifikant (Abb. 8a, b).  
Insgesamt waren die Veränderungen in den Expressionsraten für Coll III, ähnlich wie auch für 
Coll I, im Scaffold schwächer ausgeprägt als im Monolayer. TGFß1 hatte unter beiden 
Kultivierungsbedingungen, Monolayer und PLGA-Scaffold, einen stärkeren Einfluss auf die 
Kollagensynthese als bFGF. 
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Abbildung 8: Expressionsraten von Coll III unter Einfluss von TGFß1 und bFGF. 
Fb als Monolayer (a, c) nach 24 h (a) und 48 h (c) Inkubationszeit. 
Fb im PLGA-Scaffold (b, d) nach 24 h (b) und 48 h (d) Inkubationszeit.  
(Die Expressionsrate in der jeweils zugehörigen Kontrolle wurde =1 gesetzt.) n=5 
 
Auch die Syntheseraten der Enzyme Has-2 und MMP-1 wurden untersucht. Die Daten der 
qRT-PCR von Has-2 sind in Abb. 9 dargestellt. In den Fb des Monolayers zeigte sich sowohl 
 a b
d c 
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unter dem Einfluss von TGFß1 als auch bei Behandlung mit bFGF eine signifikante Erhöhung 
der Expressionsrate von Has-2 (Abb. 9a, c). Die gesteigerte Genexpression war unter der 
Wirkung von bFGF jedoch stärker ausgeprägt als unter TGFß1, sie lag im Mittel 5-fach höher 
als in der Negativkontrolle (Abb. 9a, c). Abb. 9b und d zeigen die Expressionsraten für Has-2 
in den Fb des PLGA-Scaffolds. Nach 24-stündiger Inkubation zeigte sich unter der 
Einwirkung von bFGF, ähnlich wie in den Monolayer-Fb, eine signifikante Induktion von 
Has-2. Diese war auch nach 48 h noch erkennbar, allerdings zu diesem Zeitpunkt nicht mehr 
signifikant (Abb. 9b, d). Die Wirkung von TGFß1 auf die Scaffold-Fb war ebenfalls in einer 
Erhöhung der Syntheserate für Has-2 erkennbar, die jedoch erst nach 48 h signifikant wurde 
(Abb. 9b, d).  
Abschließend lässt sich zur Untersuchung der Expressionsraten von Has-2 feststellen, dass 
sowohl in den Zellen des Monolayers als auch in den Zellen des PLGA-Gerüstes deutliche 
Effekte der Wachstumsfaktoren erkennbar waren, die jedoch in den Fb des Scaffolds 
schwächer ausgeprägt waren. 
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Abbildung 9: Expressionsraten von Has-2 unter Einfluss von TGFß1 und bFGF. 
Fb als Monolayer (a, c) nach 24 h (a) und 48 h (c) Inkubationszeit. 
Fb im PLGA-Scaffold (b, d) nach 24 h (b) und 48 h (d) Inkubationszeit.  
(Die Expressionsrate in der jeweils zugehörigen Kontrolle wurde =1 gesetzt.) n=5 
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Auch die Analyse der Expressionsraten von MMP-1 zeigte deutliche Effekte von TGFß1 und 
bFGF auf die Fb im 2D- und 3D-System. Aus Abb. 10a-d wird ersichtlich, dass unter der 
Wirkung von bFGF die Syntheserate für MMP-1 sowohl in den Monolayer-Zellen als auch in 
den Zellen des Scaffolds erhöht wurde. Die Steigerung der Genexpression war nach 48 h 
Inkubation mit 4 bis 5-facher Erhöhung besonders stark ausgeprägt  (Abb. 10c, d). Die 
Wirkung von TGFß1 zeigte sich unter beiden Kultivierungsbedingungen in einer verminderten 
Expression des MMP-1-Gens, die allerdings nur nach 24 h Inkubation signifikant war. Die 
Untersuchung der MMP-1-Expressionraten ergab insgesamt, dass bFGF im Monolayer und 
im PLGA-Scaffold eine stärkere Wirkung auf die Genexpression hatte als TGFß1.  
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Abbildung 10: Expressionsraten von MMP-1 unter Einfluss von TGFß1 und bFGF. 
Fb als Monolayer (a, c) nach 24 h (a) und 48 h (c) Inkubationszeit. 
Fb im PLGA-Scaffold (b, d) nach 24 h (b) und 48 h (d) Inkubationszeit.  
(Die Expressionsrate in der jeweils zugehörigen Kontrolle wurde =1 gesetzt.) n=5  
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Expressionsraten grundlegender 
Komponenten des Matrixstoffwechsels in Zellen der PLGA-Scaffolds höher waren als in 
Zellen des Monolayers (Abb. 5, 6). Die Wirkung der Wachstumsfaktoren TGFß1 und bFGF 
auf die Syntheseraten der mRNA war in den Monolayer-Fb im Vergleich zu den Scaffold-Fb 
deutlicher ausgeprägt (Abb. 7-10). 
 a b 
d  c 
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3.2 Darstellung dermaler Fibroblasten in PLGA-Scaffolds 
Zur Darstellung der Fb in einem Scaffold wurde das PLGA-Gerüst 7 d mit Zellen kultiviert. 
Anschließend erfolgten die Fixierung der Fb im Scaffold und die Anfertigung 
mikroskopischer Schnitte, welche mit unterschiedlichen Färbemethoden behandelt wurden.  
 
3.2.1 Dermale Fibroblasten lassen sich in PLGA-Scaffolds kultivieren 
Um einen optischen Eindruck von der Besiedelung des Scaffolds und der Dichte der Zellen in 
ihm zu erlangen, wurde eine Übersichtsfärbung mit Hämalaun angefertigt. Zum Vergleich 
wurden sowohl von einem leeren (Abb. 11a) als auch von einem mit Fb kultivierten Scaffold 
(Abb. 11b) Aufnahmen angefertigt.  
Im mikroskopischen Bild zeigte sich eine dichte Besiedlung der Hohlräume des Scaffolds mit 
Fb, deutlich erkennbar an vielen blau-violett gefärbten Zellkernen innerhalb der Poren 
(Abb. 11b). Daraus wird ersichtlich, dass die Kultivierung der PLGA-Scaffolds mit dermalen 
Fibroblasten möglich ist.  
 
  
Abbildung 11: Hämalaun-Färbung eines PLGA-Scaffolds, Vergrößerung 10x 
a) Scaffold ohne Fb 
b) Scaffold mit 7x10^5 Fb nach 7 d Inkubation 
[Teile des Scaffolds (Pfeil), Pore des Scaffolds (*)] 
 
3.2.2 Dermale Fibroblasten synthetisieren ECM in PLGA-Scaffolds 
Dermale Fb synthetisieren ECM, die sie umgibt. Kollagen und GAGs, wie HA, stellen 
wichtige Bestandteile dieser ECM dar. Mit speziellen Färbungen wurde deshalb untersucht, 
ob in Scaffolds kultivierte Fb ebenfalls kollagene Fasern und HA synthetisieren. Zugleich 
wurde der Einfluss der Wachstumsfaktoren TGFß1 und bFGF auf die Synthese der ECM 
gezeigt. 
a b
*
*
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a) Kollagensynthese in Fb-besiedelten PLGA-Scaffolds 
Zur Darstellung kollagener Fasern in den mikroskopischen Schnitten wurde die Färbung 
Weigert-van Gieson benutzt. Zellkerne werden durch den Farbstoff Weigert schwarz-braun 
dargestellt. Van Gieson lässt kollagene Fasern rot erscheinen. Es wurden mikroskopische 
Präparate von drei besiedelten Scaffolds unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen 
angefertigt. Abb. 12a zeigt den Scaffold, welcher ohne Wachstumsfaktoren inkubiert wurde. 
Die Inkubation der Scaffolds in Abb. 12b und c erfolgte unter Einfluss von TGFß1 bzw. bFGF. 
In allen drei Fällen zeigte sich eine rötliche Färbung kollagener Fasern von unterschiedlicher 
Intensität in den Poren des Scaffolds (Abb. 12a-c). Daraus wird ersichtlich, dass Fb, die in 
den PLGA-Scaffolds kultiviert waren, Kollagen synthetisiert haben. 
Zudem gibt die stärkere Rotfärbung kollagener Fasern in Abb. 12b einen Hinweis auf die 
Induktion der Kollagensynthese durch TGFß1. Die Synthese kollagener Fasern in 
Fb-besiedelten Scaffolds konnte durch die Zugabe von TGFß1 erhöht werden. Beim Vergleich 
der Konzentrationen kollagener Fasern in Abb. 12a und c ist kein Unterschied erkennbar. 
Eine Wirkung von bFGF auf die Kollagensynthese durch Fb im Scaffold ist deshalb nicht 
ersichtlich. 
 
  
 
Abbildung 12: Weigert-van Gieson-Färbung eines 
Scaffolds mit 7x10^5 Fb, Vergrößerung 10x 
(Inkubationszeit 7 d) 
a) ohne Einfluss von Wachstumsfaktoren  
b) unter Einfluss von TGFß1  
c) unter Einfluss von bFGF 
[Teile des Scaffolds (Pfeil), Pore des Scaffolds (*), 
kollagene Fasern (rot)] 
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b) HA-Synthese in Fb-besiedelten Scaffolds 
Mit Hilfe des Farbstoffes Alcianblau wurden saure Mukopolysaccharide, wie HA, sichtbar 
gemacht. Die GAGs erscheinen dadurch in den mikroskopischen Aufnahmen hellblau. Zur 
Darstellung der Zellkerne erfolgte eine Gegenfärbung mit Kernechtrot. Wie bereits unter 
3.2.2a beschrieben, wurden auch mit dieser Färbung drei mit Fb besiedelte Scaffolds, die 
unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen inkubiert wurden, angefärbt. Abb. 13a zeigt 
den besiedelten Scaffold ohne Einfluss von Wachstumsfaktoren. In Abb. 13b und c sind die 
Scaffolds dargestellt, welche mit TGFß1 und bFGF behandelt wurden.  
In allen drei PLGA-Scaffolds ließen sich hellblaue GAG-Moleküle in den Poren darstellen, 
woraus ersichtlich wird, dass die Zellen im Scaffold saure Mukopolysaccharide synthetisiert 
haben (Abb. 13a-c). Hinsichtlich der Intensität der Alcianblau-Färbung waren allerdings keine 
Unterschiede zwischen den einzelnen Bildern erkennbar. Die Mengen der synthetisierten 
Mucopolysaccharide waren in den Scaffolds, die mit TGFß1 und bFGF inkubiert wurden, und 
im Scaffold ohne Wachstumsfaktorbehandlung scheinbar gleich. Ein Einfluss von TGFß1 
oder bFGF auf die GAG-Synthese im PLGA-Scaffold ist mit dieser Färbetechnik nicht 
nachzuweisen.  
 
  
 
Abbildung 13: Alcianblau-Kernechtrot-Färbung 
eines Scaffolds mit 7x10^5 Fb, Vergrößerung 10x 
(Inkubationszeit 7 d) 
a) ohne Einfluss von Wachstumsfaktoren  
b) unter Einfluss von TGFß1  
c) unter Einfluss von bFGF 
[Teile des Scaffolds (Pfeil), Pore des Scaffolds (*), 
GAGs (hellblau)] 
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3.2.3 Dermale Fibroblasten proliferieren in PLGA-Scaffolds 
Für den Nachweis proliferierender Fb in den Scaffolds wurde der Antikörper Ki-67 verwendet, 
der nur an proliferierende Zellen bindet 68. Der gebundene Antikörper wurde anschließend mit 
Hilfe eines grün fluoreszierenden Sekundärantikörpers sichtbar gemacht. Die Zellkerne der Fb 
wurden mit dem blauen Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefärbt. Es wurden mikroskopische 
Schnitte von drei verschiedenen Scaffolds immunzytochemisch behandelt. Die drei 
PLGA-Gerüste wurden unter den oben bereits erwähnten unterschiedlichen 
Kultivierungsbedingungen (1. ohne Wachstumsfaktoren, 2. mit TGFß1 und 3. mit bFGF) 
inkubiert. In allen drei Scaffolds zeigten sich deutliche grün fluoreszierende Signale in den 
blauen Zellkernen (Abb. 14). Da sich die Anteile der proliferierenden Zellen mit grünen 
Fluoreszenzsignalen in den Kernen der einzelnen Bilder nicht unterschieden, wird an dieser 
Stelle nur auf eine Abbildung verwiesen. Die mikroskpischen Aufnahmen beweisen somit, 
dass dermale Fb in PLGA-Scaffolds proliferieren. Ein Effekt der Wachstumsfaktoren auf den 
Anteil der proliferierenden Zellen konnte mit dieser immunzytochemischen Färbung nicht 
nachgewiesen werden (Abb. 14).  
 
  
Abbildung 14: Immunfluoreszenzfärbung mit Ki-67 eines Scaffolds mit 
7x10^5 Fb, Vergrößerung 40x 
[Kernfärbung mit DAPI (blau), Ki-67 (grün), proliferierende Zellen (Pfeile)]  
(Inkubationzeit 7 d) 
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3.3 Einwandern dermaler Fibroblasten in PLGA-Scaffolds 
Während der physiologischen Wundheilung wandern Fb durch die Wirkung chemotaktischer 
und mitogener Zytokine in die offene Wunde ein 6. Ein Ziel ist es, durch das Einbringen 
weiterentwickelter PLGA-Scaffolds in tiefe dermale Wunden die Heilung positiv beeinflussen 
zu können. Im Vorfeld wurde deshalb die Einwanderung dermaler Fb aus einem umliegenden 
Kollagengel, welches im Versuch als Model für die Dermis angesehen wurde, in die Scaffolds 
untersucht. Außerdem wurde untersucht, ob die Applikation der Wachstumsfaktoren TGFß1 
und bFGF in die Scaffolds die Einwanderungsrate der Fb beeinflussen kann. 
 
3.3.1 Abhängigkeit des DNA-Gehaltes von der Fibroblastenzahl – DNA Eichgerade 
Für den Nachweis eingewanderter Zellen im PLGA-Gerüst wurde nach 7 d Inkubation die 
DNA aus Scaffold und Kollagengel getrennt voneinander isoliert. Von den DNA-Mengen in 
beiden Kompartimenten konnte mit Hilfe einer DNA-Eichgeraden auf die jeweils vorhandene 
Zellzahl geschlossen werden. Zum Erstellen einer solchen DNA-Eichgeraden erfolgte zuvor 
die DNA-Isolation aus definierten Zellzahlen (siehe auch 2.2.4). Um eine repräsentative 
Eichgerade zu erhalten, wurde dies mit Fb von drei unterschiedlichen Spendern durchgeführt. 
Aus Abb. 15 wird die lineare Abhängigkeit des DNA-Gehaltes von der Zellzahl ersichtlich. 
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Abbildung 15: Darstellung der linearen Abhängigkeit des DNA-Gehaltes von der 
Zellzahl als Eichgerade. (n=3) 
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Mit Hilfe der ermittelten Eichgeraden y = 1,389x  konnten die Zellzahlen im PLGA-Scaffold 
und Kollagengel getrennt errechnet werden. In den Versuchen lagen diese auf der Geraden in 
einem  Bereich zwischen 0,9x10^5 und 5,2x10^5 Fb.  
 
3.3.2 Dermale Fibroblasten wandern aus Kollagengelen in PLGA-Scaffolds ein 
Für eine Versuchsreihe wurden in drei Kollagengele, welche jeweils 5x10^5 Fb enthielten, 
PLGA-Scaffolds ohne Zellen mittig platziert. Im Verlauf der 1-wöchigen Inkubationszeit 
erfolgte eine wiederholte Applikation von 10 ng/ml TGFß1 bzw. 50 ng/ml bFGF in zwei der 
drei PLGA-Gerüste. Die Kontraktion der Kollagengele wurde täglich gemessen und 
dokumentiert. Aus Abb. 16 geht hervor, dass die Kontraktion sich zwischen den einzelnen 
Gelen nicht wesentlich unterschied. Die maximale Kontraktion war nach 7-tägiger Inkubation 
erreicht. Die Durchmesser der Gele entsprachen denen der PLGA-Scaffolds und betrugen 
etwa 10 mm. Der Versuch wurde mit der getrennten DNA-Isolation beendet.  
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Abbildung 16: Kontraktion umliegender Kollagengele mit 5x10^5 Fb. 
Dargestellt in Abhängigkeit von der Inkubationszeit und der Behandlung der PLGA-Scaffolds 
mit TGFß1 und bFGF. (n=4) [Fehlerbalken rot] 
 
Über die gemessenen DNA-Mengen erfolgte anschließend die Berechnung der Zellzahlen im 
Gel und im Scaffold. Aus Abb. 17 geht hervor, dass sich sowohl in den PLGA-Gerüsten als 
auch in den Kollagengelen Zellen befanden. Dies lässt den Schluss zu, dass während der 
7-tägigen Inkubationszeit Fb aus den Kollagengelen in die Scaffolds gelangt sein müssen.  
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Um die Wirkung der Wachstumsfaktoren auf die Einwanderungsrate der Fb beurteilen zu 
können, wurde ein Teil der Scaffolds aller 48 h mit TGFß1 oder bFGF behandelt. Die 
Kontrolle wurde ohne Einfluss von Wachstumsfaktoren inkubiert. Als Ergebnis zeigte sich 
eine signifikant höhere Zellzahl in dem Scaffold, in den regelmäßig TGFß1 appliziert worden 
war (Abb. 17a). Im Scaffold, welcher mit bFGF behandelt wurde, befanden sich dagegen im 
Vergleich zur Kontrolle keine signifikant höheren Zellzahlen (Abb. 17a). Auch die Zellzahlen 
der einzelnen Kollagengele wiesen im Vergleich keine signifikanten Unterschiede auf 
(Abb. 17b).  
Zusammenfassend ergaben die Untersuchungen, dass die wiederholte Applikation von 
10 ng/ml TGFß1 in das PLGA-Gerüst einen positiven Effekt auf die Einwanderungsrate von 
Fb aus einem umliegenden Kollagengel hatte. Allerdings wurde dieser bei Behandlung des 
Scaffolds mit bFGF nicht deutlich. 
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Abbildung 17: Fb-Zahlen nach 7 d Inkubation der Scaffolds in Kollagengelen mit 5x10^5 Fb. (n=4) 
a) Anzahl der Fb im jeweiligen PLGA-Scaffold  
b) Anzahl der Fb im jeweils zugehörigen umliegenden Kollagengel  
 
3.3.3 Darstellung eingewanderter dermaler Fibroblasten in PLGA-Scaffolds 
Zur Veranschaulichung des Versuchsaufbaus und zum visuellen Nachweis eingewanderter Fb 
in den PLGA-Gerüsten wurden von den Kollagengelen in Verbindung mit den Scaffolds 
mikroskopische Schnitte, wie unter 2.2.3.1 beschrieben, angefertigt und mit Hämalaunlösung 
gefärbt. Abb. 18 zeigt einen Scaffold, der mit TGFß1 behandelt wurde, im Kollagengel nach 
7 d Inkubation. Im Bild sind die Bereiche des Kollagengengels (1) und des Scaffolds (2) 
deutlich voneinander unterscheidbar. Die Zellzahlen, die nach 7-tägiger Inkubation 
durchschnittlich im Scaffold erreicht wurden, bedingen die relativ geringe Zelldichte in den 
Poren. Trotzdem sind die gefärbten Zellkerne in den Hohlräumen des PLGA-Gerüstes 
deutlich erkennbar (Pfeil).  
a b 
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Abbildung 18: Hämalaun-Färbung eines Scaffolds in 
einem Kollagengel mit 5x10^5 Fb, Vergrößerung 4x 
(Inkubationszeit 7 d, TGFß1-Applikation in den Scaffold)  
[1: Kollagengel, 2: Teile des PLGA-Scaffolds,  
Pfeile: Fb im Scaffold (siehe vergrößerter Ausschnitt)]  
 
 
Die Ergebnisse der Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
 
o Das 3D-System PLGA-Scaffold stellt eine geeignete Kultivierungsmöglichkeit für 
dermale Fb dar. 
o Fb proliferieren in PLGA-Gerüsten und synthetisieren Kollagen und GAGs, als 
wichtige Teile der ECM. 
o Die Genexpression wichtiger Komponenten des Matrixstoffwechsels (Coll I, Coll III, 
Has-2 und MMP-1) ist in Fb, welche im PLGA-Scaffold kultiviert sind, höher als in 
Zellen, die als Monolayer wachsen. 
o Die Behandlung mit TGFß1 und bFGF von Fb als Monolayer zeigte deutliche Effekte 
auf die Syntheseraten von Coll I und III, Has-2 sowie MMP-1. Diese Effekte waren in 
den Zellen des Scaffolds weniger stark ausgeprägt, aber ebenso erkennbar.  
o Dermale Fb sind in der Lage, aus umliegenden Kollagengelen in PLGA-Scaffolds 
einzuwandern. Dabei konnte unter der Wirkung von TGFß1 die Zahl der Fb im PLGA-
Gerüst deutlich erhöht werden. 
 
1 
2 
vergrößerter Ausschnitt  
4. Diskussion   - 42 - 
4. Diskussion 
 
Hintergründe und Notwendigkeit dieser Arbeit 
Der Sonderforschungsbereich TRR67 verfolgt das Ziel, funktionelle Biomaterialien auf der 
Grundlage von PLGA, einem Polymer aus Laktat und Glycolsäure, zu entwickeln. Die 
Grundgerüste aus PLGA sollen durch Modifikation mit aECM funktionalisiert werden und in 
der Heilung tiefer dermaler Wunden zum Einsatz kommen. Der positive Einfluss spezieller 
ECM-Komponenten auf Reparations- und Reorganisationsprozesse konnte in zahlreichen 
Studien sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden 69, 70, 71.  
Im Rahmen des Teilprojektes B4 wird die Wirkung der aECM auf für den Heilungsvorgang 
relevante Fb-Funktionen untersucht. In den Untersuchungen sollen die wesentlichen 
Zellfunktionen nicht nur im 2D-Kultursystem sondern auch in 3D-PLGA-Scaffolds mit 
modifizierten Matrixkomponenten analysiert werden. Um grundlegende Informationen zum 
Verhalten der Fb in den PLGA-Gerüsten zu gewinnen, waren Voruntersuchungen der Zellen 
in den Scaffolds ohne den Einfluss von aECM erforderlich. Aus dieser Notwendigkeit 
entstand das Thema der vorliegenden Dissertation, die sich mit der Integration dermaler Fb in 
PLGA-Scaffolds befasst. In den durchgeführten Experimenten wurde die Möglichkeit der 
3D-Zellkultivierung in den PLGA-Gerüsten und Fb-Funktionen, die für Regenerations- und 
Remodellingprozesse von Bedeutung sind, untersucht. So wurden Wachstum und 
Proliferation der Zellen sowie deren Matrixstoffwechsel und der Einfluss der 
Wachstumsfaktoren bFGF und TGFß1 auf diesen im 3D-System analysiert. Die gewonnenen 
Erkenntnisse aus den Experimenten mit dem unmodifizierten Ausgangsmaterial PLGA sollen 
dabei als Kontrolle für zukünftige Untersuchungen zur Modulation des Fb-Stoffwechsels in 
Anwesenheit modifizierter Matrixkomponenten dienen. 
Da die neu entwickelten funktionellen Biomaterialien in chronischen Wunden zum Einsatz 
kommen sollen, ist die Migration der Fb in die eingebrachten Materialen von großer 
Bedeutung. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit auch die chemoattraktiven 
Eigenschaften der PLGA-Saffolds und der Einfluss löslicher Wachstumsfaktoren auf die 
aktive Besiedelung des Materials durch die Fb getestet. Als Vorstufe zu 
in-vivo-Wundheilungsversuchen wurden die 3D-Scaffolds in Kollagengele, die als Model für 
die Dermis dienten, eingebracht (siehe 2.2.1.5). Dieses Vorgehen simuliert gewissermaßen 
das Einbringen der Biomaterialien in eine Wunde. Das Modell kann in zukünftigen 
Experimenten zur Untersuchung der Effekte von in PLGA-Scaffolds angekoppelten 
Mediatoren auf die Einwanderung der Zellen genutzt werden.  
4. Diskussion   - 43 - 
Eine weitere Aufgabe der experimentellen Arbeit bestand in der Modifikation und 
Etablierung molekularbiologischer, histologischer und Zellkultur-Methoden im Umgang mit 
den 3D-PLGA-Gerüsten. 
 
PLGA-Scaffolds als geeignetes Substrat für die Kultivierung dermaler Fb 
Biomaterialien sind weit verbreitete Zellträger, die in der Wundheilung als vorübergehende 
Matrix fungieren und vom Organismus resorbiert werden, während die Zellen darin neues 
Gewebe bilden 56. In-vitro-Experimente zur Besiedelung solcher 3D-Materialien mit dermalen 
und epidermalen Zellen stellen eine notwendige Voraussetzung für den späteren Einsatz am 
Patienten dar. Fb wurden bereits erfolgreich in 3D-Gerüsten natürlichen Ursprungs basierend 
auf Kollagen, Chitosan, Fibrin, Gelatine oder HA kultiviert und konnten letztlich die 
Wundheilung in vivo positiv beeinflussen 58. Auf Grund diverser Vorteile wie höhere 
mechanische Belastbarkeit sowie kontrollierter Herstellungverfahren 58 und 
Degradationsgeschwindigkeiten 72 synthetisch hergestellter Materialien, wurde in den letzten 
Jahren intensiv an der Besiedlung künstlicher Polymere mit Hautzellen geforscht. Polymere 
wie PEGT/PBT 73 und PCL in Kombination mit Gelatine 74 oder Kollagen 75 konnten 
erfolgreich mit Fb in vitro besiedelt werden und besitzen keine zytotoxische Wirkung. Des 
Weiteren wurde die Biokompatibilität (Verträglichkeit) der synthetischen Stoffe PLA 76 und 
PGA 77 sowie des Copolymers PLGA in verschiedenen Studien bestätigt 64, 65, 66.  
In Übereinstimmung zur Literatur konnte im Rahmen dieser Dissertation gezeigt werden, dass 
PLGA-Scaffolds geeignete Substrate zur Kultivierung dermaler Fb darstellen. Die dichte 
Besiedlung der PLGA-Scaffolds konnte mittels Hämalaun-Färbung nachgewiesen werden 
(siehe 3.2.1). Die Färbung stellt eine mehrfach in Studien mit PLGA-Gerüsten beschriebene 
Methode zur Einschätzung der Dichte und Verteilung der Zellen innerhalb der Scaffolds 
dar 78, 66. Zudem konnte die Proliferation der Fb in den besiedelten Scaffolds durch die 
immunzytochemische Färbung mit dem ausschließlich an proliferierende Zellen bindenden 
Antikörper Ki-67 68 belegt werden (siehe 3.2.3).  
Eine wichtige Hauptaufgabe der Fb im Hinblick auf den Wundverschluss ist die Bildung von 
Granulations- und später Narbengewebe. Die Synthese und Reorganisation der ECM stehen 
dabei im Mittelpunkt. Kollagen und HA sind dabei wichtige Hauptbestandteile der neu 
synthetisierten Matrix 16. 3D-synthetische Biomaterialien sollten den Zellen bereits in vitro 
ermöglichen, native ECM zu synthetisieren und abzulagern. Aktuelle Studien mit 
3D-Zellträgern aus PLGA 64 oder PEGT/PBT 73 zeigen, dass dies möglich ist. In der 
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Fb in PLGA-Scaffolds bereits nach 7-tägiger 
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Kultur Kollagen und GAG, mit HA als wichtigstem Vertreter, ablagern (siehe 3.2.2). Im 
Einklang zur aktuellen Literatur konnte somit die Synthese nativer Matrix in PLGA-Scaffolds 
durch dermale Fb verdeutlicht werden.  
Die Kultivierung der Zellen in den 3D-Grundgerüsten spiegelt die realen Gewebeverhältnisse 
deutlich besser wider und ist eine grundlegende Voraussetzung für den Einsatz in der 
Wundheilung. Die Morphologie der synthetischen Zellträger spielt dabei eine wichtige Rolle 
für diverse Fb-Funktionen 73. Die makroporöse Struktur und die Verbindung der Poren 
untereinander (Interkonnektivität) gewährleisten die Infiltration und gleichmäßige Verteilung 
der Fb sowie die notwendigen Zell-Zell-Kontakte 78. Wang et al. konnten zeigen, dass die 
Größe der Poren und der Grad der Interkonnektivität Einfluss auf die Zellproliferation sowie 
die Synthese und Ablagerung der ECM in den Scaffolds haben. Dabei erwiesen sich Poren 
mit einer durchschnittlichen Größe ≤ 400µm als besonders geeignet für die Ablagerung der 
ECM an das Grundgerüst und die Bildung von Gewebebrücken 73. Hohlräume ≥ 500µm 
wirkten wiederum auf die Proliferation, gleichmäßige Verteilung und Matrixablagerung der 
Zellen eher limitierend 79. Die Porengrößen der in dieser Arbeit verwendeten Scaffolds lagen 
zwischen 300 und 500µm und damit in einem geeigneten Bereich. Inwieweit sich der 
Durchmesser der Hohlräume in PLGA-Scaffolds auf relevante Fb-Funktionen auswirkt, 
könnte in zukünftigen Experimenten noch weiter erforscht werden.  
Durch das Herstellungsverfahren des „solid lipid templating“ wurde außerdem eine hohe 
Interkonnektivität der Poren erreicht, was eine gleichmäßige Verteilung der Zellen ermöglicht 
60
. Die ausgewogene Verteilung der Fb im Inneren der Scaffolds stellt eine grundlegende 
Voraussetzung für diverse Zellfunktionen und den Einsatz der Biomaterialien in großen 
Wunden dar 65. Da die gleichmäßige Zellverteilung in bewegten Kultursystemen besser 
gewährleistet werden kann 65, wurden in der vorliegenden Arbeit statische und dynamische 
Kultivierungsbedingungen zur Besiedelung der PLGA-Scaffolds kombiniert. Das Aussäen der 
Fb erfolgte mittels statischer Kultivierungsmethoden (siehe 2.2.1.4). Diese gängige Methode 
ist einfach und preiswert in der Durchführung und wurde mehrfach in der aktuellen Literatur 
zur Besiedelung synthetischer Polymere beschrieben 66, 78. Die anschließende Inkubation der 
Zellträger erfolgte unter dynamischen Bedingungen auf einem Schüttelgerät. Durch die 
kontinuierliche Bewegung wird ein verbesserter Durchfluss von Medium und Zellsuspension 
durch die Poren erreicht, was sich wiederum positiv auf die Verteilung und Dichte der Zellen 
auswirkt 65. Zudem geht aus Untersuchungen hervor, dass das Überleben der Fb unter 
dynamischer Kultivierung auf einem Schüttelgerät genauso gut gewährleistet ist wie unter 
statischen Bedingungen 65. Darüber hinaus wird durch dynamische Kultursysteme der 
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Transport von Sauerstoff und Nährstoffen in das Innere der Gerüste besser ermöglicht, was 
die Synthese und gleichmäßige Ablagerung der ECM begünstigt 80. Wang et al. konnten in 
ihren Untersuchungen an besiedelten PEGT/PBT-Scaffolds nachweisen, dass durch 
kreisförmige Bewegungen des Mediums > 10 rpm in sogenannten „spinner flasks“ die Fb zur 
Proliferation sowie Synthese von Kollagen und GAGs angeregt werden 81.  
Auf Grund der hydrophoben Eigenschaften des Co-polymers ist die Aufnahme von Wasser 
oder wässrigen Lösungen und damit auch Zellsuspensionen in die Poren der Scaffolds 
unterbunden. Zur Verbesserung der hydrophilen Eigenschaften und der Porosität hat sich die 
Vorbehandlung der Grundgerüste mit 90%igem Alkohol als effizient erwiesen. Durch 
anschließenden Kontakt mit Wasser wird der Alkohol in den Hohlräumen weitest gehend 
durch die wässrige Lösung ersetzt 82. Das beschriebene Verfahren wurde auch von Yang et al. 
zur Vorbehandlung von PLGA-Scaffolds genutzt 66 und in der vorliegenden Dissertation 
wieder aufgegriffen. Die PLGA-Gerüste wurden deshalb 1 h in 90%igem Alkohol getaucht 
und anschließend mehrmals mit PBS, einer wässrigen Lösung, gespült und in Medium 
inkubiert. Durch die Vorbehandlung der Scaffolds konnte eine effektive Aussaat der Fb 
erfolgen, da die auf die Oberfläche des Scaffolds applizierte Zellsuspension vollständig vom 
Scaffold aufgenommen wurde. 
 
Einfluss der Kultivierungsbedingungen auf den Matrixstoffwechsel 
Die natürliche ECM in vivo bildet ein 3D-Grundgerüst, das den Zellen nicht nur strukturellen 
Halt und die Möglichkeit zur Adhäsion bietet, sondern auch für die Signalübermittlung 
zwischen den Fb von großer Bedeutung ist. Außerdem stellt die ECM ein Reservoir für 
Wachstumsfaktoren, Zytokine, Enzyme und lösliche Mediatoren dar, die für Zell-Zell- und 
Zell-Matrix-Wechselwirkungen unerlässlich sind 83. Dermale Fb spielen eine Schlüsselrolle in 
der Synthese und Reorganisation der ECM. Dabei ist die kontinuierliche Interaktion der 
Zellen mit der ECM mit Hilfe von Integrinen für die Gewebeorganisation von essenzieller 
Bedeutung. Sie wird als dynamische Reziprozität bezeichnet 84. Sowohl die ECM selbst als 
auch die spezifische Form und die Stabilität eines Grundgerüstes können die Morphologie 
und verschiedene Funktionen der Zellen beeinflussen 85. Dieser Zusammenhang konnte 
bereits in mehreren Studien belegt werden 86, 87, 88. So erfährt beispielsweise die 
Kollagensynthese in Fb, welche in frei flottierenden 3D-Kollagengelen wachsen, durch die 
umgebende ECM eine Feedback-Hemmung über das α1ß1-Integrin 86, 89. Zudem konnten die 
Forschungsgruppen von Kessler und Eckes den Einfluss der physikalischen Eigenschaften der 
umliegenden Matrix auf die Zellfunktionen zeigen 87, 90. So wiesen Kessler et al. nach, dass 
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die Kollagensynthese in Fb induziert werden kann, indem die Kontraktion der Kollagengele 
verhindert wird. Mit einem solchen Versuchsaufbau wird den Zellen die Möglichkeit geboten, 
an eine widerstandfähige 3D-Matrix zu binden und Zugkräfte zu entwickeln 87. Die 
entstehende mechanische Spannung bewirkt eine Umwandlung des Phenotypes der Zellen in 
„synthetisierende“ Fb, wie sie im Granulationsgewebe während der Wundheilung 
typischerweise vorkommen 90. Die Widerstandsfähigkeit der umgebenden Matrix stellt damit 
eine wichtige Grundvoraussetzung für Differenzierungsvorgänge und ECM-Synthese der 
Zellen dar 91. Die Stabilität der eingesetzten Biomaterialien ist demzufolge von großer 
Bedeutung. Sie trägt dazu bei, dass dermale Fb aktiviert werden und native Matrix 
synthetisieren.  
Des Weiteren konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden, dass sich Zellfunktionen unter 
3D-Kulturbedingungen im Vergleich zur 2D-Kultivierung unterscheiden 92, 93, 94. An 
Fb-besiedelten Scaffolds aus PUR konnte gezeigt werden, dass die Matrixkomponenten 
Elastin und Fibromodulin unter 3D-Bedingungen im Vergleich zum Monolayer vermehrt 
exprimiert werden 93. Weiterhin konnte an besiedelten PLGA-Scaffolds eine erhöhte 
Syntheserate für Wachstumsfaktoren wie VEGF, bFGF oder PDGF durch Fb nachgewiesen 
werden 92, 78. Dermale Fb im 3D-System zeigen nicht nur andere Syntheseraten für 
verschiedene Matrixkomponenten und Zytokine, sondern weisen auch veränderte 
immunologische Aktivitäten auf 85. Die natürlichen oder synthetischen 3D-Gerüste spiegeln 
die in-vivo-Gewebeverhältnisse damit besser wider als 2D-Zellkulturplatten. Für das 
Verständnis komplexer Zellfunktionen ist es deshalb notwendig, das Verhalten dermaler Fb 
unter 3D-Kulturbedingungen zu analysieren 83. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden 
Dissertation der Einfluss der 3D-Kultivierungsbedingungen in PLGA-Scaffolds auf den 
Matrixstoffwechsel dermaler Fb untersucht. Die Expressionsraten relevanter mRNA wurden 
mit Fb gleichen Ursprungs, die als 2D-Monolayer kultiviert wurden, verglichen. In den 
Experimenten wurden die Syntheseraten für Coll I und Coll III sowie für die Enzyme Has-2 
und MMP-1 analysiert.  
Hauptbestandteil der von Fb synthetisierten nativen Matrix ist Kollagen. Es sind viele 
verschiedene Kollagentypen bekannt, von denen Kollagen I und III mehr als 95 % im 
Narbengewebe ausmachen 8. Das im Zuge der Wundheilung von den Fb synthetisierte 
Granulationsgewebe enthält mit 30 % den höchsten Anteil an Coll III 8. In Übereinstimmung 
zu den oben genannten Ergebnissen der Forschungsgruppen Kessler und Eckes konnte in der 
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich die  Kultivierung von Fb in einem 
widerstandsfähigem 3D-Grundgerüst positiv auf die Kollagensynthese auswirkt. Sowohl 
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Coll I als auch Coll III wurden in den PLGA-Scaffolds gegenüber der Monolayer-Kontrolle 
vermehrt exprimiert (siehe 3.1.1). In einer Studie aus dem Jahr 2007 konnte zudem der 
Einfluss der Festigkeit eines 3D-Gerüstes auf die Syntheserate von Coll III in Fb 
nachgewiesen werden 88. Dabei nahm mit steigender Stabilität des Konstrukts die Expression 
der mRNA für Coll III deutlich zu 88.  
Einen weiteren wichtigen Bestandteil der ECM stellt das Polysaccharid HA dar. Es gehört zur 
Gruppe der GAGs und hat neben der Strukturgebung vielseitige Aufgaben im Rahmen des 
Wundheilungsprozesses zu erfüllen. Diese reichen von der Aktivierung inflammatorischer 
Prozesse über die Unterstützung der Zellmigration bis hin zur Förderung der Zellproliferation 
95
. Es sind drei HA-synthetisierende Enzyme beschrieben (Has-1, 2, 3) 96. Has-2 gilt als das 
konstitutiv exprimierte Hauptenzym in dermalen Fibroblasten 97. Auf Grund dessen wurde in 
der vorliegenden Arbeit die Expression dieses Enzyms in Fb unter 2D- und 
3D-Kulturbedingungen untersucht und miteinander verglichen. Aus den Ergebnissen wird 
ersichtlich, dass Has-2 in Fb, die in PLGA-Scaffolds kultiviert wurden, höher exprimiert 
wurde als in Monolayer-Fb (siehe 3.1.1). Die HA-Synthese unterliegt einem komplexen 
Regulationsvorgang. Bereits 1987 wurde der enge Zusammenhang zwischen HA-Synthese 
und Zelldichte beschrieben. Es ist bekannt, dass die Synthese des Polymers mit zunehmender 
Konfluenz der Fb abnimmt 98. Es besteht deshalb die Möglichkeit, die beobachteten 
unterschiedlichen HA-Syntheseraten im Monolayer und im Scaffold auch als Ergebnis 
unterschiedlicher Zelldichten in den beiden Kultursystemen zu interpretieren. Allerdings 
konnten Lee et al. nachweisen, dass sich die GAG-Synthese in Fb erhöht, wenn diese von 
einem 2D-Wachstum in ein 3D-System in Kollagengelen überführt werden 94. Daraus wird 
wiederum ersichtlich, dass sich die 3D-Kultivierungsbedingungen durchaus auf den GAG-
Stoffwechsel der Zellen auswirken. 
Während des Heilungsprozesses kommt es zur Reorganisation der ECM, Granulationsgewebe 
wird in festes Narbengewebe umgewandelt. Eine entscheidende Gruppe von Enzymen, die 
diese Remodelling-Vorgänge ermöglichen, sind die MMPs 99. In der vorliegenden Arbeit 
wurde die Expression von MMP-1 unter den verschiedenen Kultivierungsbedingungen 
untersucht. Unter physiologischen Bedingungen wird MMP-1 im intakten Gewebe nur gering 
exprimiert. Im Gegensatz dazu wird das Enzym aber im Rahmen von Wundheilungsprozessen 
von Fb vermehrt synthetisiert 100. Der Einfluss der Kultivierungsbedingungen auf die 
MMP-1-Expression wurde bereits in mehreren Studien publiziert. So konnte u. a. gezeigt 
werden, dass Fb unter 3D-Bedingungen in Kollagengelen das Enzym vermehrt 
exprimieren 101, 15 und in 3D-Substraten aus PUR die Synthese eher vermindert ist 93. Die 
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Regulation der MMP-Expression ist komplex und wird durch viele Faktoren beeinflusst. Als 
Induktoren der Genexpression werden neben Wachstumsfaktoren u. a. spezielle 
Oberflächenstrukturen, die Festigkeit eines 3D-Gerüstes sowie die physikalische 
Beanspruchung der Zellen beschrieben 99, 102, 88. Aus den Ergebnissen der vorliegenden 
Dissertation wird ersichtlich, dass die Syntheseraten von MMP-1 im PLGA-Scaffold 
signifikant höher waren, als in Zellen des Monolayers (siehe 3.1.1). Die Überführung der Fb 
aus dem 2D-Zellverband in das 3D-System des Scaffolds hat die Zellen somit in den ersten 
48 h Inkubationszeit zur vermehrten Reorganisation der ECM angeregt.  
 
Wirkung von TGFß1 und bFGF auf Fb im PLGA-Scaffold 
Da die eingesetzten Biomaterialien als Grundgerüst für einwandernde Zellen fungieren sollen, 
ist es von großer Bedeutung, dass sie die natürlichen Gewebeverhältnisse bestmöglich 
imitieren. Durch Modifikation der Polymer-Gerüste mit künstlichen Matrixkomponenten soll 
eine solche Funktionalität erreicht werden. In einigen Studien wurde bereits der positive 
Effekt gebundener Wachstumsfaktoren auf diverse Zellfunktionen in 3D-Scaffolds 
beschrieben 103, 104, 105. Auch eine Funktionalisierung der in dieser Arbeit verwendeten PLGA-
Scaffolds mittels immobilisierter Zytokine wird angestrebt. Auf Grund dessen wurde der 
Effekt von TGFß1 und bFGF in gelöster Form auf die Fb im PLGA-Gerüst analysiert. Dabei 
sollte in der vorliegenden Dissertation untersucht werden, inwieweit bekannte Wirkungen 
dieser Wachstumsfaktoren auf Zellen im 2D-System auch unter 3D-Bedingungen im Scaffold 
nachweisbar sind.  
In der Literatur wurde TGFß1 bereits mehrfach als Induktor der Kollagensynthese in dermalen 
Fibroblasten beschrieben 106, 36. Im Gegensatz dazu wird bFGF kein bzw. sogar ein 
hemmender Effekt auf die Synthese von Coll I und III zugeschrieben 25, 107. In 
Übereinstimmung zur genannten Literatur lassen sich die Wirkungen beider Zytokine sowohl 
in Zellen des Monolayers als auch im PLGA-Gerüst wiederfinden (siehe 3.1.2, Abb. 7, 8). Die 
induktive Wirkung von TGFß1 auf die Kollagensynthese in Fb des Scaffolds wird auch 
anhand der histologischen Bilder ersichtlich (siehe 3.2.2a). Im mit TGFß1 behandelten PLGA-
Gerüst sind deutlich mehr kollagene Fasern zu erkennen als in der Kontrolle ohne 
Wachstumsfaktoren.  
Aus der Literatur ist bekannt, dass beide Wachstumsfaktoren unter 
2D-Kultivierungsbedingungen eine Steigerung der Has-2-Syntheserate in dermalen Fb 
bewirken 34. Kuroda et al. konnten unter dem Einfluss von 50 ng/ml bFGF eine signifikante 
Erhöhung der Has-2-Genexpression in kultivierten Fb nachweisen 27. Die induktive Wirkung 
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von TGFß1 auf die Syntheserate des Enzyms wird, laut Meran et al., über eine 
Zelldifferenzierung, die mit einer vermehrten Transkription des Gens für Has-2 verbunden ist, 
erreicht 35. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wird ersichtlich, dass die 
beschriebenen Effekte nicht nur in Monolayer-Fb, sondern auch in Zellen, die im PLGA-
Scaffold wachsen, nachweisbar sind (siehe 3.1.2, Abb. 9). 
Weiterhin wurde der Einfluss der genannten Wachstumsfaktoren auf die 
MMP-1-Expressionsrate in beiden Kultursystemen untersucht. Sowohl unter 2D- als auch 
unter 3D-Kultivierungsbedingungen waren die Effekte von bFGF und TGFß1 erkennbar 
(siehe 3.1.2, Abb. 10). Wie bereits von Xie et al. unter 2D-Kultivierungsbedingungen 
beschrieben, bewirkte bFGF auch in Fb der PLGA-Scaffolds eine signifikante Steigerung der 
Genexpression 25. TGFß1 hingegen ließ die Syntheseraten des Enzymes eher sinken. Diese 
inhibitorische Wirkung von TGFß1 wurde auch von Yuan und Varga nachgewiesen und mit 
Hilfe spezifischer intrazellulärer Signalwege erklärt 37.  
Die beschriebenen Effekte der Wachstumsfaktoren waren in den Zellen der PLGA-Scaffolds 
schwächer ausgeprägt als im Monolayer, aber grundsätzlich nachweisbar. Dieses Ergebnis 
scheint im Wesentlichen durch die eingeschränkte Verteilung der löslichen 
Wachstumsfaktoren auf Grund der makroporösen Struktur der PLGA-Gerüste bedingt zu sein. 
Zur Entwicklung einer optimalen Funktionalität der Scaffolds werden im Rahmen des 
Sonderforschungsbereiches weitere zukünftige Untersuchungen an Scaffolds, die mit 
immobilisierten Wachstumsfaktoren und ECM-Komponenten modifiziert wurden, notwendig 
sein. 
 
Migration dermaler Fb in PLGA-Scaffolds 
Während der frühen proliferativen Phase der Wundheilung wandern Fb sowohl aus der 
umliegenden unverletzten Dermis als auch aus dem subkutanen Gewebe in das Fibrin-Blut-
Gerüst, das als vorläufige Matrix dient, ein 85. Diese Eigenschaft zur zielgerichteten 
Bewegung wird auch als Chemotaxis bezeichnet 108. Da Fb die grundlegende Quelle für neu 
synthetisierte Matrix sind, ist es nicht nur wichtig, dass die eingesetzten Biomaterialien die 
Synthese der ECM ermöglichen, sondern auch die Fb aus der umliegenden Dermis zur 
Migration in die 3D-Scaffolds angregen 55. Erfolge in der Behandlung chronischer Wunden 
mit azellulären Materialien wurden vor allem mit Biomaterialien natürlichen Ursprungs 
erreicht, von denen einige bereits in der Klinik zum Einsatz kommen 109, 110. Auf Grund 
natürlich vorhandener Oberflächensignale in diesen Materialien werden Zellfunktionen wie 
Adhäsion und Migration optimal gewährleistet 55. Zudem wurde in den letzten Jahren intensiv 
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an der aktiven Besiedlung synthetischer Polymere durch dermale Fb geforscht. In 
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Migration von Zellen in die 
künstlichen 3D-Gerüste sowohl in vitro 78 als auch in vivo 64 möglich ist. In Übereinstimmung 
zur Literatur konnte auch in der vorliegenden Dissertation gezeigt werden, dass dermale Fb in 
der Lage sind, in PLGA-Scaffolds einzuwandern. Die Existenz der Fb in den PLGA-Scaffolds 
konnte zum Einen durch histologische Bilder mittels Hämalaun-Färbung (siehe 3.3.3) und 
zum Anderen durch den Nachweis von DNA in den 3D-Gerüsten bestätigt werden (siehe 
3.3.2). Bereits 2006 konnte in einer Studie die Einwanderung dermaler Fb aus einem 
2D-Monolayer in PLGA/Dextran-Scaffolds nachgewiesen werden. Die Migration der Zellen 
erfolgte hierbei ausgehend von besiedelten Deckgläschen, die auf die PLGA/Dextran-Gerüste 
gelegt wurden 78. In der vorliegenden Arbeit wurde die Migration dermaler Fb aus 
umliegenden 3D-Kollagengelen, in die die PLGA-Scaffolds eingebettet waren, untersucht 
(siehe 2.2.1.5, Abb. 3). Das Einbringen der Scaffolds in die Kollagengele simuliert dabei 
gewissermaßen den Einsatz des Biomaterials in eine Hautwunde. Die 3D-Kultivierung der 
Zellen in Kollagengelen stellt ein gängiges Modell für die Dermis dar und spiegelt die realen 
Gewebeverhältnisse besser wider als eine 2D-Kultur. Elsdale & Bard konnten bereits 1972 
zeigen, dass in Kollagengelen wachsende Fb Eigenschaften aufweisen, die denen in vivo 
gleichen und dass diese bei Zellen, die als Monolayer wachsen, nicht gefunden werden 
können 111. Auf Grund dessen wurden mit Fb besiedelte Kollagengele bereits in vielen 
Studien zur Wundheilung als Modell für die Dermis genutzt 112, 113. Die Kontraktion der 
Kollagengele während der 7-tägigen Inkubationszeit stellt ein Resultat der Interaktion 
zwischen den Zellen und der umliegenden Matrix dar und kann als ein Zeichen der 
Funktionalität der Fb angesehen werden 114.  
Die zielgerichtete Migration der Fb während der Wundheilung in den Thrombus wird 
einerseits über spezielle Oberflächenkomponenten wie Fibronektin und Fibrinogen mit Hilfe 
von Integrinen vermittelt 115 und andererseits durch das komplexe Zusammenwirken diverser 
chemoattraktiver Zytokine gelenkt 3. Laut Mensing lässt sich die Chemotaxis „als gerichtete 
Wanderung von Zellen im Konzentrationsgradienten eines chemischen Stimulus hin zur 
höchsten Substratkonzentration“ definieren 108. Eine 1962 erstmals vorgestellte Methode von 
Boyden, mit der sich die Migration von Zellen (in diesem Falle von Leukozyten) in vitro 
darstellen und quantitativ nachvollziehen ließ, brachte einen wesentlichen Fortschritt 116. Das 
Prinzip der „Boyden-Kammer“ wurde von Postlethwaite 1976 wieder aufgegriffen, um die 
Chemotaxis dermaler Fb zu analysieren 108. Seitdem ist es gelungen, eine ganze Reihe 
chemoattraktiver Substanzen, darunter vor allem Wachstumsfaktoren und andere lösliche 
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Mediatoren, zu identifizieren, die die Fb zur Wanderung ins Wundgebiet anregen. Dabei hat 
sich vor allem PDGF sowohl in vitro 117, 112 als auch in vivo 118 als potentes chemoattraktives 
Zytokin herausgestellt und ist bereits erfolgreich zum Einsatz am Patienten zugelassen 42. 
Auch die in dieser Arbeit verwendeten Wachstumsfaktoren bFGF und TGFß1 wurden bereits 
hinsichtlich ihrer chemoattraktiven Wirkung intensiv erforscht, mit dem Resultat kontroverser 
Ergebnisse. Laut Sutherland et al. hat TGFß1 in vitro keinerlei chemoattraktive Wirkung auf 
dermale Fb im 2D-Kultursystem 119. Im Gegensatz dazu konnten die Forschungsgruppen von 
Postlethwaite, Pierce und Hocevar sowohl in vitro als auch in vivo 118 zeigen, dass die 
Migration der Bindegewebszellen durch TGFß1 durchaus vermittelt wird 30, 31. Auch die 
Ergebnisse der vorliegenden Dissertation sprechen für die chemoattraktiven Eigenschaften 
von TGFß1. In den Experimenten konnte im 3D-Kulturmodell gezeigt werden, dass sich die 
Anwesenheit von löslichem aktiven TGFß1 in den implantierten PLGA-Scaffolds positiv auf 
die Einwanderung dermaler Fb auswirkt. Die Zahl der immigrierten Fb aus den umliegenden 
Kollagengelen wurde dabei über den DNA-Gehalt in den PLGA-Gerüsten ermittelt. Nach 
Trennung von den Gelen wurden diese mit einem kommerziellen DNA-Kit aufgearbeitet. 
Über die in den Scaffolds befindlichen DNA-Mengen erfolgte anschließend mit Hilfe einer 
Eichkurve die Berechnung der Zellzahlen (siehe 3.3.1). Eine vergleichbare Methode wurde 
bereits von Wang et al. zur Ermittlung der Zellzahl in mit Fb besiedelten PEGT/PBT-
Scaffolds angewendet 81. So zeigte sich, dass die DNA-Menge in den Scaffolds durch 
Behandlung mit TGFß1 signifikant gegenüber den unbehandelten Kontroll-Scaffolds erhöht 
werden konnte. Im Gegensatz dazu unterschied sich die DNA-Menge in den PLGA-Gerüsten, 
in die bFGF appliziert worden war, nicht wesentlich von der Kontrolle (siehe 3.3.2, Abb. 17). 
Die chemoattraktive Wirkung von bFGF, die beispielsweise von Crews et al. im 
2D-Wundmodell mittels „scratch“-Methode (Aufkratz-Methode) nachgewiesen wurde 120, 
konnte mit dem in dieser Arbeit verwendeten 3D-Wundmodell nicht bestätigt werden.  
Eine grundlegende Voraussetzung für Migrationsvorgänge stellt das Attachment  
(Anheftungsvermögen) der Zellen an eine Matrix dar 108. Ihn et al. konnten sowohl an 
kollagen-beschichteten als auch an unbeschichteten Kulturplatten zeigen, dass das 
Anheftungsvermögen der Zellen lediglich durch PDGF und TGFß1, aber nicht durch bFGF 
nachweislich verbessert wird 121. Dies lässt wiederum den Schluss zu, dass dermale Fb in der 
Gegenwart von TGFß1 besser in das eingesetzte Biomaterial einwandern, da in diesem Falle 
die Anheftung der Zellen an das Material begünstigt wird. Das unterschiedliche 
Migrationsverhalten der Fb in die implantierten PLGA-Scaffolds könnte deshalb mit einem 
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unterschiedlich stark ausgeprägten Zell-Attachment an die Scaffolds im Wechselspiel mit den 
eingesetzten Wachstumsfaktoren erklärt werden.  
Die zielgerichtete Migration der Fb während der Wundheilung kommt nicht nur durch ein 
einzelnes Zytokin, sondern durch ein komplexes Wechselspiel mehrerer Wachstumsfaktoren 
und ECM-Komponenten zustande 119. Ziel in der Behandlung chronischer und akuter Wunden 
ist es, ein biokompatibles resorbierbares Material zu entwerfen, das die Eigenschaften besitzt, 
genau die richtigen Zellen aus dem umliegenden Gewebe anzulocken und diese zur 
narbenlosen Heilung anzuregen 122. Durch Modifikation synthetischer Biomaterialien mit 
Adhäsionsmolekülen oder immobilisierten Wachstumsfaktoren kann eine solche selektive 
Migration von Zellen erreicht werden 63. Woo et al. konnten bereits zeigen, dass die 
Anwesenheit von ß-Glucan, ein Adhäsionsmolekül für Fb, die Migration verbessern kann und 
dass mit ß-Glucan modifizierte PLGA-Scaffolds biokompatibel und nicht immunogen sind 123. 
Inwieweit die Wachstumsfaktoren TGFß1 und bFGF in gebundener Form in den PLGA-
Gerüsten die gezielte Einwanderung der Fb unterstützen, muss in zukünftigen Experimenten 
noch untersucht werden. Der 3D-Versuchsaufbau aus Kollagengel, als Modell für die Dermis, 
und eingebrachtem modifizierten PLGA-Scaffold kann dafür genutzt werden. 
 
Fazit: 
Mit Hilfe der vorliegenden Arbeit konnten grundlegende Erkenntnisse zum Verhalten 
dermaler Fb in PLGA-Scaffolds gewonnen werden. Es zeigte sich, dass die Zellen in den 
3D-Gerüsten nicht nur proliferieren, sondern auch einen ausgeprägten Matrixstoffwechsel 
aufweisen und zudem in der Lage sind, native ECM zu synthetisieren und abzulagern. Die 
gewonnenen Ergebnisse aus den Experimenten mit dem unmodifizierten Ausgangsmaterial 
PLGA sind damit grundlegender Bestandteil zukünftiger Untersuchungen des Fb-
Stoffwechsels in Anwesenheit modifizierter Matrixkomponenten.  
Darüber hinaus sind dermale Fb zur Migration in das Biomaterial befähigt, was von 
entscheidender Bedeutung für den Ablauf der erfolgreichen Wundheilung ist. Die 
Untersuchungen zeigen, dass sich die Anwesenheit von Wachstumsfaktoren dabei positiv auf 
das Einwanderungsverhalten auswirken kann. Zusammenfassend verdeutlichen die 
Ergebnisse, dass 3D-PLGA-Scaffolds geeignete Substrate zur Kultivierung dermaler Fb 
darstellen und die zukünftig geplante Weiterentwicklung und Funktionalisierung dieses 
Biomaterials viel versprechend für den Einsatz in der Wundheilung ist. 
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5. Zusammenfassung 
 
Die physiologische Wundheilung wird durch ein komplexes Zusammenspiel von Zellen und 
extrazellulären Bestandteilen ermöglicht. Neben Keratinozyten und Immunzellen sind 
dermale Fb die wichtigsten Vertreter im Ablauf des Heilungsprozesses. Ihre wesentliche 
Aufgabe besteht u. a. in der Neusynthese und Reorganisation der ECM. Eine Vielzahl lokaler 
sowie systemischer Faktoren kann zur Störung des fein abgestimmten Regenerationsprozesses 
führen, so dass die Wunde ihre Tendenz zur Heilung verliert und chronifiziert. Trotz 
zahlreicher Behandlungsmöglichkeiten chronischer Wunden ist die Therapie größtenteils 
ohne Erfolg. Der Einsatz von Biomaterialien wurde in den letzten Jahren zunehmend 
erforscht und teilweise erfolgreich in der Klinik angewendet. In der vorliegenden Dissertation 
wurden 3D-Scaffolds auf der Grundlage von biodegradierbarem PLGA hinsichtlich ihrer 
Wechselwirkungen mit humanen dermalen Fb untersucht. Ziel hierbei war es im Hinblick auf 
die zukünftige Weiterentwicklung der PLGA-Gerüste, grundlegende Erkenntnisse zum 
Verhalten der Zellen bezüglich Proliferation, Synthese von ECM und Migration in das 
Biomaterial zu erlangen. Auf Grund dessen sollte in der experimentellen Arbeit u. a. die 
Frage geklärt werden, ob sich unterschiedliche Kultivierungsbedingungen, im 3D-Scaffold 
und als 2D-Monolayer, auf den ECM-Stoffwechsel auswirken und inwieweit bereits bekannte 
Wirkungen von Wachstumsfaktoren auf Zellen in 2D-Kultur auch unter 
3D-Kultivierungsbedingungen nachweisbar sind. Die Analyse der Syntheseraten ECM-
relevanter Gene (Coll I, Coll III, Has-2 und MMP-1) auf mRNA Ebene ergab eine höhere 
Genexpression in den Fb der PLGA-Scaffolds gegenüber den 2D-kultivierten Zellen. Zudem 
bestätigten sich die bereits bekannten Wirkungen der Wachstumsfaktoren TGFß1 und bFGF 
auf die genannten ECM-Komponenten auch in der 3D-Zellkultur im Biomaterial. Über 
Immunfluoreszenzfärbungen konnte des Weiteren die Fähigkeit der Fb zur Proliferation im 
PLGA-Gerüst nachgewiesen werden. Da die Migration der Bindegewebszellen in das 
Wundgebiet einen entscheidenden Schritt im Heilungsprozess darstellt, wurde im Rahmen der 
Dissertation auch die Frage nach der Einwanderung der Fb in die PLGA-Scaffolds und der 
Einfluss von Wachstumsfaktoren auf das Migrationsverhalten geklärt. Mit Hilfe von 
Fb-besiedelten Kollagengelen, in die zellfreie Scaffolds eingebracht wurden, konnte 
nachgewiesen werden, dass die Zellen in das Biomaterial einwandern und die Anwesenheit 
von TGFß1 im PLGA-Gerüst einen positiven Effekt auf die Migrationsrate hat. Die 
vorliegende Arbeit verdeutlicht, dass 3D-PLGA-Scaffolds geeignete Substrate zur 
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Kultivierung dermaler Fb darstellen und die Weiterentwicklung und Funktionalisierung dieses 
Biomaterials viel versprechend scheint. 
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